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Résumé 
Le trichloroéthylène (TCE) est un hydrocarbure chloré aliphatique fiéquement retrouvé 
dans les déchets industriels qui contaminent le sol et les eaux souterraines. L'enzyme 
méthane monooxygénase soluble (MMOs) produite par les bactéries méthanotrophes est 
utilisée pour l'oxydation du méthane. Cette enzyme montre peu de spécificité vis-à-vis 
son substrat et peut aussi oxyder une variété de substances organochlorées dont le TCE. 
Le bioréacteur à sol immobilisé est performant pour la minéralisation des contarninants 
aqueux tel que le pentachlorophénol (PCP). L'immobilisation du sol diminue la fiction 
entre les particules de sol et favorise le développement de la flore microbienne indigène 
de même que le développement d'un biofilrn. L'objectif principal du projet était de 
développer un procédé utilisant le concept de réacteur à sol immobilisé avec un 
consortium rnéthanotrophe pour la dégradation du TCE. Un procédé en laboratoire a été 
développé avec trois sections distinctes : une unité pour l'ajout de la solution nutritive et 
du TCE, une unité de méthanation pour l'ajout du méthane et un réacteur à sol 
immobilisé. 
Avant l'injection de TCE dans le réacteur, des essais de minéralisation en microcosmes 
ont démontré que le consortium méthanotrophe provenant de la phase aqueuse du 
réacteur avait la capacité de dégrader le TCE à un taux de dégradation initial de 0,11 mg 
L-' d-' pour une concentration de TCE de 15 mg L". Le taux initial de dégradation du 
TCE a augmenté avec la concentration initiale de TCE tandis que le pourcentage de 
minéralisation a diminué. Le rapport entre les bactéries rnéthanotrophes ( 1  1 900 UFC 
ml-') et les bactéries hétérotrophes (5 200 W C  ml") de la phase aqueuse du réacteur 
était de 2'29. 
Une étude du transfert de masse a été effectuée pour caractériser l'unité de méthanation. 
Une augmentation de la vitesse d'agitation de l'unité de méthanation de 50 à 300 tr min-' 
entraînait une augmentation du kLa pour le méthane de 0,08 hm' à 0.3 h-' . Lors de 
l'adaptation des bactéries sur le géotextile, il fallait foumir une grande quantité de 
méthane dans le réacteur pour avoir la croissance maximale des bactéries (une vitesse 
d'agitation élevée et un temps de résidence court dans le méthanateur). 
Un bilan de masse a été effectué sur le TCE dans un réacteur abiotique. Quand le 
réacteur était opéré comme un système ouvert pour l'ajout de l'oxygène sous forme 
gazeuse, des pertes non négligeables de TCE, par volatilisation, pouvant atteindre 25 % 
ont été mesurées. Ce problème a été remédié en utilisant un système d'ajout de 
l'oxygène sous forme dissoute avec la recirculation des gaz. Ce procédé avec ajout 
d'oxygène sous forme dissoute et la recirculation des gaz a été utilisé pour la dégradation 
du TCE en mode continu- 
vii 
La cinétique de dégradation du méthane en mode cuvée suivait un modèle de Monod 
avec un K, moyen de 0,43 mg C h  L-' et un taux de consommation maximal de 0.013 
mg C h  L" m d .  En absence de méthane, le consortium microbien était capable de 
dégrader le TCE (0,5 mg L-') sur une période d'au moins 12 heures avec un taux de 
0,016 mg L" d-'. Suite à une autre injection de TCE (0.1 mg L") en absence de 
méthane, le taux de dégradation diminua et devenait presque nul après 37 heures. Les 
essais en mode continu (durée de 36 jours) ont montré une augmentation moyenne de 14 
% de l'efficacité du bioréacteur pour la dégradation du TCE quand le taux de fourniture 
de C& diminuait de 0,06 à 0,028 mg L-' min-'. La réaction suivait un ordre 1 dans la 
partie Linéaire du modèle de Monod avec un ratio du taux de consommation maximal sur 
Ks égal à 2 1,8 d-'. Le taux de dégradation du TCE augmentait de façon exponentielle 
avec une diminution du temps de résidence. Le taux de dégradation maximal obtenu 
était de 230 mg L" d-' pour une concentration initiale de TCE de 18 mg L*' et un temps 
de résidence de 0,04 d. L'efficacité du réacteur augmente en fonction du temps de 
résidence. L'efficacité maximale d'enlèvement du TCE était de 97 % pour un temps de 
résidence de 0,9 1 d. 
Le réacteur à sol immobilisé avec un consortium méthanotrophe a montré un taux de 
dégradation du TCE jusqu'à 7 fois supérieur a ceux rapportés dans la littérature avec une 
efficacité d'enlèvement supérieure de 323 % pour de faibles concentrations de TCE à la 
sortie du réacteur. Pour des concentrations de TCE élevées à la sortie du réacteur, des 
taux de dégradation supérieurs de 9 fois avec une efficacité d'enlèvement plus grande de 
307 % ont été obtenus. 
Le concept du réacteur à sol immobilisé en conditions méthanotrophes peut être utilisé 
pour le traitement des eaux souterraines contaminées au TCE en utilisant la méthode 
qump and treatb. Une unité de biofiltration, utilisant le même consortium, reliée sur la 
sortie des gaz du réacteur à sol immobilisé pourrait être utilisée pour traiter le TCE qui 
peut se retrouver dans la sortie d'air. 
Abstract 
Tnchlomethylene (TCE) is a c h l o ~ a t e d  aliphatic hydrocarbon fiequently found in the 
industrial waste that may contaminate soil and groundwater. The soluble form of the 
enzyme methane mono-oxygenase (sMMO) is used by methanotrophs for methane 
oxidation. This enzyme has low substrate specificity and is also capable of initiating the 
oxidation of a wide variety of halogenated compounds such as TCE. The immobilized 
soi1 bioreactor has been s h o w  to be effective for the mineralization of aqueous 
contaminants such as pentachlorophenol (PCP). Soi1 immobiiization reduces fiction 
between soi1 particles and favours the development of an indigenous microbial 
consomum in the form of a bionlm. The main goal of this project was to develop an 
immobilized soi1 bioreactor using a methanotrophic consortium to degrade TCE. A 
laboratory reactor system was developed wich incorporated three separate units : a unit 
for the addition of TCE and nutrient, a methanator for the addition of methane and the 
irnmobilized soil bioreactor. 
Before TCE addition to the bioreactor, rnicrocosms rnineralization assays showed that 
the methanotrophic consortium in the aqueous phase of the bioreactor could degrade 
TCE at an initial rate of 0,11 mg L-' d-' for a TCE concentration of 15 mg L'! The 
initial TCE degradation rate increased with the initial TCE concentration while the 
percentage of mineralization decreased. The ratio between methanotrophic bactena (1 1 
900 C R I  ml-') and heterotrophic bacteria (5 200 C N  ml-') in the aqueous phase of the 
reactor was 2-29. 
The mass transfer capacity of the methanator was assessed. An increase of the mixing 
speed in the methanator fkom 50 to 300 RPM lead to an Uicrease of kLa fiom 0.08 h-' to 
0,3 h". During the adaptation of the microbial consortium on the geotextile. a large 
amount of methane was needed in the reactor to maximke bacterial growth (hi& mixing 
speed and low residence time in the methanation unit). 
A mass balance on TCE was made on an abiotic reactor. When the reactor was operated 
as an open system with oxygen added in gaseous form, losses of TCE by volatilization of 
up to 25 % were measured. These losses cannot be neglected nor measured accurately. 
A system using headspace gas recirculation (oxygen added in dissolved form) was 
shown to elirninate TCE losses due to volatilization. This system was used for TCE 
degradation in continuous mode. 
Methane degradation kinetic in batch experiments followed Monod's mode1 with an 
average K, of 0,43 mg C& L-' and a maximal degradation rate of 0,013 mg C h  L" 
min-'. In the absence of methane, the microbial consortium was able to degrade TCE 
(0,5 mg L-') for a period of at Ieast 12 hours with a rate of 0,016 mg L-' d-'. Following 
another TCE injection (0,l mg L-') in the absence of methane, the degradation rate 
decreased and was alrnost zero afler 37 hours. Continuous mode experirnents (36 days) 
sbowed a 14 % average increase in the bioreactor efficiency for TCE degradation when 
methane addition rate diminished fiom 0,060 mg L" min-' to 0,028 mg L-' min". TCE 
degradation followed a fÏrst order kinetics in the linear part of Monod's mode1 with a 
ratio of maximal degradation rate over Ks equal to 2 1,8 d-'. The TCE degradation rate 
increased exponentially with a decrease of the residence tirne. Rates of TCE degradation 
of up to 230 mg L" 6' for an initial TCE concentration of 18 mg L*' and a residence 
time of 0,04 d were measured. The reactor efficiency increased with residence time. 
The maximal TCE removal efficiency was 97 % for a residence tirne of 0.9 1 d. 
The methanotrophic immobilized soil bioreactor showed a TCE degradation rate of up to 
7 t h e s  higher than the results reported in the literature, with an efficiency 323 % greater 
for low TCE outlet concentrations. For high TCE outlet concentrations, the degradation 
rates were up to 9 times higher than the best results reported in the literature with a 307 
% higher efficiency. The methanotrophic immobilized soil bioreactor could be used to 
treat TCE-contaminated groundwater using the purnp-and-treat rnethod. A biofiltration 
unit using the same methanotrophic consortium could be used to treat TCE in the air exit 
strearn. 
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Le trichloroéthylène (TCE) est un hydrocarbure chloré aliphatique Wquernrnent retrouvé 
dans les déchets industriels qui contaminent le sol et les eaux souterraines. U est 
piincipalement utilisé dans l'industrie des traitements de surface, notamment pour le 
dégraissage des pièces métalliques, ainsi que dans l'industrie du nettoyage à sec. 11 se 
retrouve dans I'environnement à la suite de déversements accidentels. Il est présent dans 
246 des 1035 sites Superfund (Aziz et ai., 1995). Le TCE menace la santé humaine et 
l'environnement car il est toxique et potentiellement cancérigène. De plus, il persiste 
dans 1 'environnement. 
Plusieurs traitements ont été étudiés pour remédier aux problèmes de contamination au 
TCE. Les traitements physiques utilisés pour la décontamination, tel que le barbotage, 
mènent souvent au transfert de la contamination de l'eau à l'air (Mahaf3ey et al., 199 1 et 
1992). Les traitements chimiques sont quant à eux très coûtew (Fliemans et al., 1988). 
Puis, il y a la possibilité de traitements biologiques (anaérobie ou aérobie) qui sont 
moins coûtew. Cependant, le TCE de même que d'autres composants chlorés 
apparentés (dichloroéthene, 13-dichloroéthane, etc.) posent un défi difficile lors du 
traitement bioiogique. Contrairement aux hydrocarbures aromatiques alkylés (par 
exemple, les BTEX), ils ne peuvent pas être utilisés comme substrat primaire pour la 
croissance des bactéries (USEPA, 1990). 
Lors de la dégradation anaérobie, il se produit souvent une biodégradation incomplète, 
ce qui occasionne l'accumulation de composés intermédiaires toxiques et plus 
récalcitrants que le compose de départ (par exemple, le chlorure de vinyle (Oldenhuis et 
al., 1989)). Sous conditions aérobies, le TCE peut être dégradé par un consortium 
microbien contenant des bactéries méthanotrophes. Il a été démontré que plusieurs 
bactéries méthanotrophes produisent une forme particulière soluble de l'enzyme méthane 
monooxygénase (MMO). La MMOs montre peu de spécificité vis-à-vis son substrat et 
peut ainsi attaquer une grande variété de substances organochlorées dont le T'CE (Little 
et al., 1988). 
Cependant, les recherches réalisées ont démontré de faibles taux de dégradation et la 
plupart des scientifiques travaillent a des concentrations de TCE inférieures à celles 
retrouvées en moyenne dans l'environnement. 
Des études ont démontré que le concept du bioréacteur à sol immobilisé était performant 
pour la minéralisation de contaminants aqueux (ex : PCP) (Karamanev et al., 1996a). Le 
sol immobilisé favorise le développement de la flore microbienne indigène de même que 
le développement d'un biofilm. De plus, il diminue la friction entre les particules de sol. 
L'hypothèse de recherche est qu'un réacteur a sol immobilisé contenant des 
méthanotrophes pourrait dégrader le TCE en phase liquide. 
Objectifs 
Ce projet de maîtrise consiste à développer et à étudier un procédé pour la dégradation 
du trichloroéthylène employant un sol immobilisé contenant un consortium 
méthanotrophe. 
De cet objectif, découlent divers aspects : 
1- Design et construction d'un réacteur prototype; 
2- Développement de la culture bactérienne méthanotrophe; 
3 - Étude du transfert de masse dans le système; 
4 - Étude de la cinétique de l'utilisation du méthane (C&); 
5 - Étude de la cinétique de l'utilisation du TCE en fonction des concentrations 
de TCE et de C&. 
Ce mémoire est composé de cinq parties. U débute par une introduction qui résume la 
problématique suivie de la définition des objectifs. Le premier chapitre concerne la 
revue scientifique sur le TCE et un résumé des techniques de dégradation. Le deuxième 
chapitre s'attarde sur la méthodologie utilisée pour réaliser les objectifs. Le troisième 
chapitre porte sur la discussion des résultats obtenus. Finalement, le tout est suivi d'une 
conclusion et de recornman&tions pour des travaux firturs. 
Chapitre 1: Revue de la littérature 
1.1 Le trichloroéthylène 
Le TCE se retrouve dans plusieurs secteun industriels, tel que l'industrie du textile et du 
traitement de surface. Les principales causes de rejets dans I'environnement proviennent 
de déversements accidentels ainsi que de fuites de réservoirs. Le TCE est considéré 
comme un liquide non-aqueux à densité plus élevée que l'eau (DNAPL, Dense Non- 
Aqueous Phase Liquid) et se retrouvera principalement dans le sol et les eaux 
souterraines. Dans les lacs, on peut aussi le retrouver en surface, mais il se volatilise 
rapidement et peut être dégradé par photo-oxydation. Ce composé se retrouve sur la liste 
des 129 polluants prioritaires de l'Agence de Protection Environnementale des États- 
Unis (USEPA), dans la catégorie des composés organiques volatils. Au Québec, des 
normes s'appliquent sur les concentrations maximales de TCE permises dans 
l'environnement. Il y a d'abord la politique de réhabilitation des terrains contaminés qui 
contient une grille de critères indicatifs de la contamination des sols et de l'eau 
souterraine (basée sur trois plages d'intervention : A, B et C) (Tableau 1.1). 
Il y a aussi le règlement sur les déchets solides qui donne un tableau indiquant la 
concentration maximale pouvant être rejetée dans les eaux d'égouts pluviaux et dans les 
eaux de lixiviation. Selon ce dernier règlement, la limite maximale est inférieure à 0.5 
mg de TCE par litre de déchets liquides ou de lixiviat. 
Tableau 1.1 Politique de réhabilitation des terrains contaminés par le TCE 
Milieu de contamination 
-- - 
Source : Ministère de l'Environnement et de la Faune, 1996 
Critère 
A B C 
l 
Sol 
(mg kg-' sol) 
Eaux souterraines 
@g L-9 
1.1.1 Propriétés du TCE 
< 0,4 5 50 
4 1 O 50 
Le trichloroéthylène est un liquide mobile, incolore, ininflammable avec une odeur 
caractéristique semblable à celle du chloroforme (Guide de la chimie international, 
1976). C'est un hydrocarbure chloré aliphatique qui possède trois atomes de chlore dans 
sa structure chimique (Figure 1 .1). 
Figure 1 - 1 Représentation schématique de la structure du TCE 
La connaissance des principales caractéristiques physico-chimiques du TCE (Tableau 
1.2) est nécessaire pour connaître son déplacement dans l'environnement. Due à sa 
pression de vapeur élevée, il est un composé très volatil. De plus, le TCE, due à sa 
solubilité moyenne et a sa densité élevée, tend à se rendre à la nappe phréatique. La 
faible valeur du coefficient d'adsorption sur la matière organique (L) influence le choix 
de la méthode du « pump and treat » (Russel et al., 1992) pour la récupération du TCE. 
Il est miscible avec les solvants organiques usuels tel que l'éther et le chlorofome 
(Merck Index, 1996). 
Tableau 1.2 Propriétés p hysico-c hirniques du tric hloroéthy lène 
- - 
Masse molaire 13 1.39 g mol-' 
Point de fusion 
Point d'ébullition (760 mm Hg) 
Solubilité aqueuse à 20 OC 
Pression de vapeur à 20 OC 
à 30 OC 
Constante d'Henry 
Densité a 25 OC 
b w  (log) 
K, (1%) 
- 84,8 OC 
86,7 O C 
1 O00 mg L" 
60 mm Hg 
9 5 3  mm Hg 
8,92 x atm rn3 mol-' 
1,460 m ~ '  
2,42 
2,lO 
Source : Perry et al., ( 1997) et Merck Index ( 1  996) 
1.1.2 Toxicité du TCE 
Chez les humains, 25 à 55 % du TCE inhalé est absorbé (Gouvernement du Canada, 
1993). Il se distribue dans I'organisme par la circdation sanguine et est métabolisé par 
les oxygénases à fonctions multiples du cytochrome P450 (Gouvernement du Canada, 
1993). Le TCE non métabolisé est évacué par exhalation alors que les produits 
métaboliques sont rejetés par l'urine. Les effets possibles du TCE sont variés. Sur les 
animaux de laboratoire, le TCE administré par inhalation ou par voie orale a démontré 
un potentiel cancérogène (Gouvernement du Canada, 1993). Les observations ont 
montré chez la souris des tumeurs au foie et aux poumons et chez les rats, une tumeur 
testiculaire. Puis, les études s u .  les humains ont démontré des effets hépatiques et 
cardio-vasculaires, des troubles rénaux, une pneumatose kystique de l'intestin. des effets 
neurotoxiques, etc (Gouvernement du Canada, 1993). À partir des indications de 
cancérogénicité sur les animaux de laboratoire, le TCE a été classé comme une substance 
probablement cancérogène pour l'homme. Divers chercheurs ont donc entrepris des 
études pour remédier au problème de contamination du TCE. Les diverses possibilités 
seront étudiées dans la prochaine section. 
1.2 Dégradation du TCE 
Le TCE peut être dégradé par plusieurs techniques soit physique, chimique ou 
biologique. Les traitements thermiques sont utiles quand plusieurs contaminants 
chimiques organiques et inorganiques se trouvent dans le sol ou les eaux souterraines 
(Cudahy et Eicher, 1989). Par contre, les traitements thermiques ont des coûts très 
élevés. Les traitements chimiques sont eux aussi coûteux. Une des méthodes de 
traitement est l'utilisation du ferrate de potassium (Delucca et al., 1983). Il y a quelques 
années, il était invraisemblable de croire que le TCE pouvait être biodégradé. 
Cependant, le contraire a été démontré et la prochaine section discute des méthodes de 
biodégradation. 
1.2.1 Biodégradation du TCE 
La biodégradation du TCE peut ê ~ e  ffectuée par deux mécanismes, soit par 
déchlorination réductive (anaérobie) ou par cooxydation (aérobie). Le cométabotisme 
est un processus selon lequel un micro-organisme qui croit sur un composé (substrat 
primaire) produit une enzyme qui transforme de façon fortuite un autre composé 
(substrat secondaire) duquel il ne peut obtenir de l'énergie pour sa croissance (Brock et 
ai., 1984). 
La première possibilité étudiée pou. dégrader le TCE a été la méthode anaérobie par des 
bactéries méthanogènes. Lors de la dégradation anaérobie, il se produit souvent une 
dégradation incomplète ce qui occasionne I'accumulation de composés intermédiaires 
toxiques et plus récalcitrants, tel que le chlorure de vinyle (Parsons et al., 1984). 
La première étude qui a démontré qu'un hydrocarbure chloré volatil (TCE) pouvait ê e  
biodégradé en conditions aérobies par une souche pure fut effectuée par Wilson et 
Wilson (1985). Par la suite, il a été démontré qu'une culture mixte de bactéries utilisant 
du méthane était capable de dégrader le TCE (Fogel et al., 1986). Plusieurs études ont 
été effectuées sur la possibilité d'utiliser des bactéries utilisant le méthane comme source 
de substrat pour la dégradation du TCE. Aussi, les bactéries méthanotrophes peuvent le 
dégrader sous des conditions psychrophiles (Moran et Hickey, 1997). D'autres types de 
bactéries peuvent aussi dégrader le T'CE : les souches qui expriment la toluène 
dioxygénase (Pseudomonas putida F 1 (Wackett et Gibson, 1 988; Coyle et al., 1 993)) et 
les souches qui expriment la toluène monooxygénase (Burkholderia cepacio G4 (Leahy 
et al., 1996; Mars et al., 1996), Pseudomonas aeruginosa m04 (Koizurni et al., 1995)) et 
les souches utilisant du butane comme cesubstrat (Kim et ai., 1997). Cependant, dans 
tous les cas, les taux de dégradation du TCE obtenus sont plus faibles que ceux obtenus 
avec des souches de type méthanotrophe. 
1.2.1.1 Les bacteries méthanotrophes 
Les bactéries méthanotrophes ont des applications prometteuses dans la biorestauration 
du TCE (Fogel et al., 1986; Litîle et al., 1988; Oldenhuis et al.. 1989; Tsien et al., 1989). 
La croissance des bactéries méthanotrophes est stimulée par le CH4 dissous comme 
donneur d'électrons et 1'9 dissous cornme accepteur d'électrons (Semprini et al., 199 1). 
Les méîhanotrophes se divisent en deux types, dépendant surtout de la voie 
d'assimilation du carbone. Le type 1 est caractérisé par I'assimilation du carbone par la 
voie ribdose monophosphate (ex: Methylococcus capsukatus), tandis que le type Ii est 
caractérisé par l'assimilation du carbone par la voie serine (ex: Methylosinur 
trichosporiwn O83 6).  
Dans les deux cas, l'enzyme MM0 produite est responsable de l'oxydation du méthane. 
La MM0 est constituée de trois protéines : l'hydroxylase (site actif de l'enzyme où 
l'oxygène et le substrat sont mis en contact), la réductase (qui fournit les électrons 
qu'elle capte du NADH) et la sous-unité P (assure la régulation du transfert d'électrons 
entre l'hydroxylase et la réductase) (Fox et al., 1989 et 1993; Lipscomb, 1994). Pour 
quelques méthanotrophes. deux types distincts de MM0 sont synthétisés selon la 
disponibilité du cuivre dans le milieu de culture : une soluble (MMOs) et l'autre 
particulaire (MM*) (Stanley et al., 1983; Bunows et al., 1984; Davis et al., 1987). La 
MM@ est produite quand le milieu de culture est riche en cuivre, tandis que la MMOs 
est formée quand le milieu est pauvre en cuivre. Par exemple, pour la souche 
Methylosinus irichosporium OB3 b, une concentration inférieure à 0,25 p.M de Cu est 
nécessaire pour favoriser la MMOs (Tsien et al., 1989). La MMOp a une spécificité de 
substrat beaucoup plus étroite mais elle fonctionne avec plusieurs donneurs d'électrons 
(Le. NADH, éthanol et succinate) (Shah et al., 1992; Park et al., 1992). La MMOs utilise 
exclusivement le NADH comme donneur d'électrons. Cependant, la MM0 peut changer 
de la forme particulaire à la forme soluble et vice-versa, tout dépendant des situations. 
Par exemple, pour une culture en cuvée de Methylococm capsulotus qui est transférée 
d'un milieu riche en Cu (1 mg L-' de CuS045HzO) à un milieu pauvre en Cu (0,05 mg L' 
' de CuS04-5H20), I'activité de la MM0 change graduellement de la forme particulaire à 
la forme soluble (Dalton et al., 1985). 
La MMOs oxyde une large étendue d'hydrocarbures (Le. n-aicanes, n-alcènes, composés 
aromatiques et alicycliques). Elle peut cométaboliser le TCE et d'autres composés 
chlorés (Femel et ai., 1992) tels que le dichloroéthène, le chloroéthène, le 
dichlorométhane, le chloroforme, le 1,I -dichloroéthane, Ie 1,2-dichloroéthane. Mais la 
vitesse de dégradation est différente selon les composés. Des études effectuées par 
Fogel et al. (1986) et Henson et al. (1988) avec des cultures mixtes utilisant du méthane 
comme substrat indiquent que les composés aliphatiques les moins chlorés sont dégradés 
plus rapidement. De plus. Henson et al. (1988) ont démontré que la position des 
halogènes sur la molécule donne des différences dans le taux et la rapidité de 
transformation des composés, par exemple 1,2-DCA > 1'1-DCA , 1 ,I,2-TCA > 1,1,1- 
TCA. Dans l'étude de Semprini et al. (1990), le t-DCE est dégradé plus rapidement que 
le c-DCE. On observe que plus les ions chlore sont éloignés les uns des autres, plus le 
taux de dégradation est élevé (Semprini et al., 1990). Le TCE est plus difficile a 
dégrader, car il possède un chlore de plus que le DCE. Ll y a donc plus d'interactions 
entre les ions chlore. Le tétrachloroethylène (PCE) n'est pas dégradé par les bactéries 
méthanotrophes (Fox et al., L 990). 
1.2.1 -2 Autres utilisations des méthanotrophes 
Les méthanotmphes en plus d'être utiles pour la décontamination du TCE et d'autres 
hydrocarbures chlorés peuvent sen& dans la production de méthanol et de divers 
époxydes d'alcènes. Le méthanol est très attrayant dû à ses grandes possibilités 
d'utilisation comme un carburant alternatif propre et comme matière première pour la 
synthèse d'octane amplifié pour améliorer l'essence. Parmi les époxydes d'alcènes, 
l'oxyde de propylène a une valeur commerciale importante (Park et al.. 1991). La 
formation de poly-hydroxy-butyrate (Pm) (Asenjo et ai., 1985 et 1986; Henrysson et 
McCarty, 1993) est aussi intéressante. 
1.2.2 Mécanismes de biodégradation 
Les bactéries méthanotrophes obtiennent leur énergie et le carbone pour la croissance par 
métabolisme en réduisant le méthane. Deux possibilités sont envisageables pour La voie 
d'assimilation du carbone. la voie serine et la voie hexulose phosphate (nbulose 
monophosphate) (Figure 1 -2) .  
/ '. NAO' 
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CO2 
Figure 1-2 Voies métaboliques pour l'oxydation du C& 
Source : Hanson et Hanson, (1996) 
Lors de I'étape de dégradation du TCE par les méthanotrophes, le processus du 
cométabolisme est appliqué (Figure 1.3). Le méthane sert de donneur d'électrons, 
l'oxygène c o m m e  accepteur d'électrons et le NADH c o m m e  agent réducteur. L'enzyme 
MMOs effectue l'étape de dégradation du TCE en deux composés, soient : le 
dihydroxytnchloroéthane (5 %) et l'époxyde de trichloroéthylène (95 %) (Liu et al., 
1 997). Le dihydroxytrichloroéthane se transforme en trichloroacétate pour ensuite se 
transformer en CO2, en chionire et en oxalate. L'époxyde de trichloroéthylène est très 
instable et est transformé rapidement jusqu'en dichloroacétate, CO, formate. chlorure et 
glyoxylate avec l'enzyme MMOs et la présence d'autres hétérotrophes. Il y a 
essentiellement formation de CO et de formate à partir de l'époxyde de 
tnchloroéthyIène. Le dichloroacétate est transformé en glyoxylate et le formate est 
réduit en CO2. L'enzyme MMOs oxyde également le méthane en méthanol, lequel est 
ensuite transformé en Ca. Aussi, le fer est important lors de la dégradation du TCE, car 
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Figure 1-4 Utilisation du fer comme cofacteur lors de la dégradation du TCE 
Source : Young, (1 997) 
1.2.2.1 Facteurs innuengant la biodégradation du TCE par M. trichosporium 
Divers facteurs peuvent influencer la dégradation du TCE. il a été démontré qu'il existe 
une différence significative entre un sol enrichi au méthane et un sol non-enrichi pour 
l'enlèvement de divers composés (TCE. DCE. chloroforme) (Henson et al., 1988). Le 
méthane de grade technique peut contenir de l'acétylène qui est toxique aux 
rnéthanotrophes (Hazen et al., 1993). La température à laquelle s'effectue la dégradation 
est aussi importante. Une diminution de température augmente la période de latence 
pour la dégradation (Fan et Scow, 1993). La température maximale pour la croissance 
des méthanotrophes sp situe entre 30 OC et 34 OC. Cependant, l'activité de l'enzyme 
MMOs est maximale à 30 OC (Brusseau et al., 1990 et Park et al., 1991). La zone idéale 
de pH se trowe entre 6 et 7. Au-dessus de 7.5. il y a une augmentation de la phase de 
latence et une diminution du taux de croissance. Une concentration de phosphate 
supérieure à 40 rnM devient inhibitrice pour la croissance des méthanotrophes. La 
concentration de nitrate pour la croissance doit être supérieure à 1 mM et pour favoriser 
l'activité de la MMOs, elle doit être supérieure à 2 rnM (Bowman et Sayler, 1994). À 
haute concentration d'ammoniaque (70 mg L"), il y a inhibition de la consommation du 
méthane (Boiesen et al., 1993). Le cuivre est un élément important car il a une influence 
sur la fome de I'erizyme MM0 (soluble ou particulaire). Pour avoir la forme soluble de 
I'enyme MMO, la concentration de cuivre doit être inférieure à 0,25 p M  (Tsien et al., 
1989). L'effet du fer (le fer est un cofacteur essentiel pour le site actif de l'enzyme 
MMOs) est important sur le taux de consommation du méthane (Boisen et al., 1993). 
Une concentration en oxygène de 5 mg L-' est préférable pour maximiser l'activité de la 
MMOs et une concentration en oxygène de 6 mg L*' est favorable pour la croissance de 
M. trichosporium OB3b (Bowman et Sayler, 1994). Le CO2 (20 %), quand il est 
incorporé au début de la période de croissance, diminue la phase de latence (Park et al., 
1991). Les souches de méthanotrophes croissent préférentiellement avec un mélange 
C&:air :CO2 dans UR rapport 5 :4 : 1 (Bowman et al., 1993b). Le propane ne peut pas 
être utilisé comme source de substrat (Lanûirone et McCarty, 1990) et le méthane à une 
trop grande concentration (> 4,s mg L-') peut être une cause d'inhibition pour la 
dégradation du TCE car il compétitionne pour le site actif de la MMOs. 
1.2.2.1.1 Phénomène de compétition 
La compétition inhibitrice due à la présence de méthane a été étudiée de même que la 
substitution du méthane par d'autres donneurs d'électrons (Semprini et al., 1991). 
L'étude avait pour but de déterminer si le méthane pouvait être substitué par d 'aaes  
donneurs d'électrons (méthanol et formate) pour maintenir la transformation des 
composés chlorés sans inhibition. Immédiatement après l'addition de méthane et 
d'oxygène dissous (OD), les concentrations en VC, t-DCE, c-DCE et TCE diminuent, ce 
qui confirme que l'utilisation active du méthane par les bactéries entraîne une 
transformation des organwhlorés. Une injection puisée de méthane entraîne une 
diminution des taux de transformation des composés due a une inhibition. Diirant la 
période ou la concentration en méthane est élevée, les taux de transformation sont 
réduits. La réponse de ces composés aux pulsations de méthane suggère que les taux de 
transformation répondent directement aux variations de concentrations de méthane. Une 
autre explication possible est que lorsque la concentration en méthane est élevée, donc 
que la concentration en OD est faible, le taux de transformation de ces composés est 
réduit à cause du manque de OD. Des essais ont été réalisés avec du méthanol et du 
formate (USEPA, 1990) pour remplacer le méthane comme donneur d'électrons. Le 
formate fournit une source de pouvoir réducteur pour les méthanotrophes, mais son 
utilisation ne requiert pas la présence de la MMOs. L'ajout de formate a pour effet 
d'augmenter le taux de transformation des contaminants et d'arrêter le phénomène 
d'oscillations. Cependant, pour le TCE, la concentration ne change pas réellement et les 
oscillations ne diminuent pas de façon significative. De plus, après un certain temps 
d'addition en continu de formate, les concentrations de t-DCE, c-DCE et TCE 
augmentent, ce qui implique une diminution du taux de dégradation des contaminants. 
Ce qui peut être dû soit : à une perte d'activité de la population méthanotrophe parce que 
le foxmate est un substrat non utilisé pour la croissance; ou bien les méthanotrophes ont 
été supplantées par d'autres micro-organismes qui utilisent le formate comme substrat. 
Pour les bactéries méthanotrophes strictes, le formate est un intermédiaire dans la 
génération d'énergie à partir du méthane, mais il n'a pas été observé comme étant un 
substrat pour la croissance. Une autre possibilité est que la MMOs, peut graduellement 
être désactivée par une addition prolongée de formate. L'utilisation du méthanol comme 
donneur d'électron, donne une réponse similaire à celle observée avec le formate. Puis, 
une étude a été effectuée pour prouver que les populations méthanotrophes requièrent un 
ajout de pouvoir réducteur pour que la transformation soit maintenue. L'ajout d'eau 
oxygénée, sans ajout de donneur d'électrons, a montré une diminution abrupte du taux 
de dégradation des contaminants. Ces études ont démontré que le pouvoir réducteur peut 
être fourni par le méthane ou par d'autres substrats comme le formate et le méthanol et 
que la cause de l'inhibition découle surtout de la compétition pour la MMOs. 
1.2.3 Les applications antérieures pour la dégradation du TCE par des bactéries 
méthanotrophes 
Cette section décrit brièvement quelques applications pour la dégradation du TCE par les 
bactéries méthanotrophes. Comme les études sont très variées, passant d'essais en fioles 
(Chu et al., 1996 ; Henrysson et McCarty, 1993) à des essais en mode cuvée (Lu et al., 
1995) et en mode continu (McFarland et al., 1992), cette section sera axée sur les esssais 
en mode continu avec consortium méthanotrophe avec seulement le méthane comme 
substrat ajouté. 
1.2.3.1 Essais en bioréacteur en mode continu 
Des études avec des consortiums de méthanotrophes ont été effectuées. Les taux de 
rendement pour la dégradation du TCE obtenus dans la majorité des cas étaient faibles 
(Phelps et al., 1990, un taux de 1.43 mg L" d-'). Phelps utilisait un lit en expansion avec 
recirculation du milieu. Lanzarome et al. (1 990) obtenaient eux aussi des taux faibles 
de dégradation du TCE (0,33 mg TCE L*' 6') avec des colonnes remplies de matériel 
aquifère. Arvin (1991) et Femei et aL (1993) disaient  un réacteur avec biofilm fixé. 
Dans les deux cas, l'efficacité d'enlèvement était faible (23 %). Un des avantages du 
réacteur avec biofilm fixé est que la production de bactéries et la dégradation du TCE 
pouvaient s'effectuer dans un seul bioréacteur (Fennel et al., 1993). Le méthane et l'air 
étaient incorporés séparément à contre-courant sous forme dissoute jusqu'au lit en 
expansion. Ce design permettait de réduire le risque d'explosion associé au mélange de 
méthane et d'air. Une autre étude intéressante est celle de Aziz et al. (1995) ou l'eau 
contaminée au TCE passait à travers une membrane à l'intérieur de laquelle circulaient 
des bactéries. Une souche pure (PP358 de M. nichosporium OB3b) était utilisée. Le 
taux dégradation maximal obtenu était de 3,38 mg L-] d-' pour de faibles concentrations 
de TCE (Ch=0,097 mg L" et COM=0,075 mg L-'). 
Les principaux problèmes associés aux bioréacteurs en mode continu pour la dégradation 
du TCE sont la perte de sol lorsqu'il est en suspension et la fiction entre les particules 
de sol. L'ajout du méthane peut causer des problèmes de compétition pour la MMO. 
Les taux de dégradation sont faibles par rapport à ceux obtenus avec des souches pures 
de méthanotrophes. 
1.2.4 Concept du réacteur a sol immobilisé 
L'utilisation de réacteurs avec du sol en suspension (((SI-) pour l'activation des 
micro-organismes n'est pas très efficace. Les principales raisons de cette inefficacité 
sont les collisions entre les particules qui empêchent la formation d'un biofilm a la 
surface de celles-ci et la difficulté de retenir les particules de petite dimension dans le 
réacteur lorsque le système opère en continu (Karamanev et Nikolov, 1991). Les 
réacteurs utilisés pour le développement de biofilrns doivent respecter certains critères. 
Le principal critère est une faible contrainte de cisaillement exercée autour du biofilm, 
surtout durant la période initiale de formation du biofilm. La nature du support pour le 
biofilm est aussi très importante. Les micro-organismes ont la capacité de former des 
biofilms sur ies surfaces présentes dans leur environnement. La surface des particules de 
sol devrait donc être un support adéquat pour les micro-organismes indigènes du sol 
(Otte et al., 1994). Les particules de sol contaminées avec un polluant cible et qui 
démontrent une activité spécifique de biodégradation pourraient servir comme support 
pour le développement d'un consortium microbien et comme support pour la formation 
d'un biofiim. La fixation des particules de sol contaminé contenant une microflore 
indigène adaptée au polluant cible permet d'activer cette dernière sous des conditions 
appropriées. La circulation d'une phase boueuse à travers une membrane poreuse 
pemiet d'emprisonner graduellement les particules. Le liquide circule autour de celles-ci 
de façon laminaire et aucune fiction n'est obsemée. Ces conditions sont optimales pour 
la croissance d'un biofilm. Le procédé de sol immobilisé est une modification d'un 
réacteur de type ((airlifb (Figure 1.5) (Karamanev et al.. 1 W6b, 1997). 
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Figure 1-5 Principe du réacteur à sol immobilisé 
Source : Karamanev et al., 1996a 
Le réacteur est divisé verticalement en deux sections par une membrane semi-perméable 
en géotextile. Cette membrane permet le passage du liquide tout en retenant les bulles 
de gaz. Quand une section est aérée, la pression hydrostatique dans la section non aérée 
est supérieure à celle de la section aérée pour une même hauteur créant ainsi une baisse 
de pression à travers la membrane. Cette baisse de pression amène le liquide à se 
déplacer dans les directions horizontale et verticale. Le mouvement du liquide, dans le 
sens vertical, est ascendant dans la section aérée du réacteur et descendant dans la 
section non aérée. Cette vitesse verticale pour le mouvement du liquide est non linéaire 
en fonction de la hauteur. La perte de pression à travers la membrane entraîne aussi un 
déplacement horizontal du liquide de la section non aérée vers la section aérée à travers 
la membrane. La vitesse horizontale pour le mouvement du liquide est linéaire en 
fonction de la hauteur, mais elle décroît avec une augmentation de hauteur. Cette 
composante horizontale de la vitesse d'écoulement est responsable de l'immobilisation 
du sol a l'intérieur des pores de la membrane semi-perméable en géotextile. Le temps 
d'immobilisation des particules de sol augmente avec une diminution du diamètre de 
celles-ci. Il a été démontré que le réacteur a sol immobilisé avait un comportement 
hydraulique complètement mélangé (CSTR) (Karamanev et al., 1996a). 
Le bioréacteur à sol immobilisé est efficace pour le développement d'un consortium 
microbien et pour la dégradation de contaminants dissous dans l'eau. La première 
application de ce concept a été utilisée pour la minéralisation du pentachlorophénol 
(PCP) et les résultats obtenus ont été significativement supérieurs à ceux rapportés dans 
la littérature (7 à 4000 fois). Les taux de dégradation ont atteint jusqu'à 900 mg PCP L-' 
h*' (Karamanev et al., 1996~). 
Chapitre 2: Matériel et méthodes 
2.1 Matériel 
Le TCE, I'hexane de même que les autres produits chimiques (grade laboratoire) 
provenaient de la compagnie Anachernia de Montréal. Le 1.2-dibromoéthane fût acheté 
chez Fisher Scientific. Pour les essais de minéralisation en microcosmes, du [ I 4 c ] ~ c ~  
d'une pureté z 98 % avec une activité spécifique de 5,4 mCi/mM a été utilisé (Sigma 
Chemicals, St-Louis, MI). 
Le méthane (grade CP) de même que le mélange de gaz air:COz (20 % de CO2 v/v) 
provenaient de cylindres de gaz comprimé de la compagnie Air Liquide Canada. 
La souche pure de Methylosinuî trichosporiurn OB3b a été donnée gracieusement par 
Denis Groleau de l'Institut de Recherche en Biotechnologie. 
2.2 Analyses rnicrobiologiqnes 
2.2.1 Préparation des milieux 
2.2.1.1 Milieu faible en sel de nitrate (LNSM, a Low Nitrate Salt Medium ») 
Le milieu original pour la croissance des bactéries méthanotrophes était constitué de : 1 
mM de NaNo>, IrnM de K2S04, 3,9 mM de KH2P04. 6,O rnM de Na2HP04, 0,15 mM 
de MgSO47H20, 40 pM de FeS04-7H20, 47,6 pM de CaC12-2H20, 6,O pM de H3B03, 
2,O p M  de ZnS0JH20, 1,6 FM de MnS04-7H20, 1,O pM de KI, 0.4 p M  de 
Na2Mo04-2Hz0, 0,4 FM de CoClz-6H20. Cette solution avait un pH de 6.88. Tous les 
composés ont été pesés à l'aide d'une balance analytique (modèle AB 204 Mettler- 
Toledo). Lors de la préparation du milieu solide, les mêmes ingrédients étaient utilisés 
avec un ajout de 1,5 % d'agar noble (Difco, Détroit, MI). 
2.2.1.2 Milieu LNSM-modifié 
Ce milieu modifié pour la croissance des bactéries méthanotrophes était constitué de : 2 
mM de &NO3, 2mM de tampon phosphate (3,9 mM de KH2P04 et 6,O mM de 
Na2Hm), 50 p M  de MgS04-7&O, 80 p M  de FeS04.7H20. Cette solution avait un pH 
de 6,88. Lors de la préparation du milieu solide, les mêmes ingrédients étaient utilisés 
avec un ajout de 1,5 % d'agar noble (Difco, Détroit, MI). 
2.2.1.3 Milieu nutritif 
Le milieu nutritif pour vérifier la présence des bactéries hétérotrophes du sol était 
constitué de : 8 g L-' de bouillon nutritif (Becton Dickinson, Cokeysville. MD) et de 15 g 
L" d'agar granulé (Fisher Scientific). 
Pour la stérilisation des milieux, les solutions ont été autoclavées pour une période de 20 
minutes, B 12 1 O C ,  sous une pression de 1 atm. 
2.2.2 Enrichissement des bactéries méthanotrophes 
Pour enrichir les micro-organismes indigènes du sol, une jarre anaérobie contenant à 
l'intérieur un Erlenmeyer de 250 ml avec un échantillon de sol a été utilisée. La jarre 
permettait d'avoir un environnement de C&:airCOz dans un rapport de 5:4:1. Le 
mélange gazeux était circulé a l'intérieur de la jarre dufant 2 minutes, en laissant une 
pression h a l e  positive de 1 bar. Après, la jarre était placée sur un agitateur magnétique 
dans un incubateur maintenu à 30 O C  durant 14 jours (température idéale pour favoriser 
la croissance des bactéries méthanotrophes). L'échantillon de sol contenu dans 
I'Erienmeyer a été filtré à travers un filtre de 1,5 pm (Millipore Corporation, Bedford, 
MA). Le filtrat (5 ml) obtenu a été déposé dans une bouteille sérologique de 70 ml 
(Fisher Scientinc) contenant 10 ml de LNSM. La bouteille a été scellée avec une 
capsule d'aluminium pre-perforée (dia. = 20 mm) (Wheaton, Millville, NJ) contenant, à 
l'intérieur, un septum en caoutchouc (dia. = 20 mm) (Wheaton). L'espace vide de la 
bouteille a été rempli avec un mélange gazeux de méthane:air:C02 (5:4:1). Les 
bouteilles ont été incubées à 30 OC, pour une période pouvant atteindre 2 1 jours. 
2.2.3 Identification des bactéries hétérotrophes 
2.2.3.1 Isolement des bactéries dominantes 
La préparation de i'inocdum s'effectuait en prenant un échantillon fiais soit de sol ou de 
liquide provenant du réacteur et en le diluant successivement dans des éprouvettes 
contenant du milieu s a h  stérile (NaCl à 0,85 % m/v, Anachernia). Ensuite, la méthode 
d'ensemencement par étalement a été utilisée. Cette méthode consistait à placer 
l'inoculum (100 pL) au milieu de la gélose (!VIN pour les bactéries hétérotrophes et 
LNSM pour les bactéries méthamtrophes) et en utilisant une tige de verre stérile et 
courbée, l'inoculum était étalé sur la surface de la gélose dans le but de séparer le mieux 
possible les différentes bactéries. Les géloses ont été incubés à une température de 30 
OC. Pour les bactéries méthanotrophes, les plaques de Petri ont été placées à l'intérieur 
d'une jarre anaérobie contenant un mélange gazeux de méthane:air:COz (5:4:1). Les 
colonies ont été repiquées puis réensemencées sur une autre plaque par la méthode de 
l'ensemencement par épuisement (Pelcza. Jr. et al., 1982). Puis, il y avait incubation à 
30 OC. Les étapes de repiquage et de réensemencement ont été répétées jusqu'à 
l'obtention d'une cdture pure. Une coloration de Gram a été effectuée sur les cultures 
pures hétérotrophes isolées. 
2.2.3.2 Identification des bactéries à I'aide de Biolog 
Les bactéries hétérotrophes isolées ont été identifiées a I'aide du système BIOLOG 
(Biolog Inc., Hayward, CA, USA). Le principe de cette méthode reposait sur des tests 
biochimiques colorirnétriques. Le patron d'utilisation de 95 substrats différents était 
comparé statistiquement à une base de données. À partir d'une culture pure fiaîche, un 
inoculum dont la densité optique était ajustée entre 0,24 et 0,29 a été préparé dans de la 
saline stérile (0'85 % NaCl). 150 pl de l'échantillon liquide a été déposé dans chacun 
des puits de la microplaque (GN ou GP selon la coloration de Gram) préalablement 
incubée à 30°C. Les microplaques ont été incubées à 30°C pendant 24h avant d'être 
analysées. Les puits dont la coloration du milieu était violet ont été considérés positifs. 
Les résultats ont été interprétés à partir du logiciel Microlog (version 3.50) qui contient 
1 1 1 8 espèces/groupes. 
2.2.4 Décompte microbien 
Une suspension bactérienne a été diluée par un facteur de 10 dans un milieu salin (NaCl, 
0,85 % m/v) jusqu'a l'obtention d'un facteur de dilution 1 O? 1 O0 PL de chaque dilution 
a été déposé sur des géloses (MN ou LSNM selon le type de bactéries à compter) en 
tripkata. Les plaques de Petri ont été incubées a 30 OC. Le décompte des unités 
formant des colonies (WC) a été effectué après une période d'incubation maximale de 7 
jours. 
2.3 Description du montage expérimental 
Le système (Figure 2.1) était constitué de trois unités distinctes, soient : l'unité d'ajout 
de la solution nutritive et de TCE, le bicréacteur et l'unité de méthanation. Selon le but 
visé ou l'étude à réaliser, le système avait une configuration différente. Par exemple, 
pour l'étude de la cinétique de consommation du méthane, le système a été mis en mode 
cuvée. 
Volume: 2 L 
Solution nutritive 
Figure 2-1 Montage complet avec des encadrés représentant les principaux points 
d'échantillonnage 
2.3.1 Unité pour l'ajout de la solution nutritive et du TCE 
L'unité utilisée pour I'ajout de la solution nutritive et du contaminant avaient deux 
aspects différents. Lors de la période du développement de la flore bactérienne une 
tourie de verre de 23 L a été utilisée pour emmagasiner le milieu nutritif (LNSM- 
modifié) sans le TCE. Lon de I'ajout de TCE avec la solution nutritive. un sac en 
~edlar@ (Cole Parmer, Vernon Hills, IL) de 20,3 L (45'72 cm x 45'72 cm) a été utilisé. 
Le sac permettait d'éviter la volatilisation du TCE et maintenait une concentration 
constante. La cuve servait alors pour l'ajout d'oxygène sous forme dissoute. 
2.3.2 L'unité de méthanation 
La section méthanation est l'endroit où s'effectuait I'ajout de méthane sous forme 
dissoute dans le système pour éviter le risque d'explosion. Cette unité n'était 
fonctionnelle qu'en mode continu du système. Elle était reliée au réacteur principal par 
des tuyaux en Tygon SE-200 (D.I. = 3,18 mm et D.E. = 6'35 mm) et tous les tuyaux à 
I'intérieur de l'unité étaient en acier inoxydable (3 16-SS, D.E. = 3,18 mm). L'unité de 
méthanation était constituee d'un sac (30'5 cm x 30,5 cm) de ~eflon" (Cole Parmer) de 
4'7 L qui contenait du méthane. Le sac était branché. à l'aide d'une valve en ~eflon" 
(Cole Parmer), à une bouteille en verre à double ouverture (« aspirator bottle »,V = 1 L) 
(VWR Canlab, Mississauga, Ont), qui était placée sur une plaque agitatrice. Le transfert 
de masse du méthane s'effectuait dans cette bouteille. L'alimentation à la bouteille 
s'effectuait à l'aide d'une pompe péristaltique ~astefflex" (Modèle 7520-25, 6 - 600 tr 
min-') reliée à l'unité p ~ c i p a l e  du système. Pour les différentes expériences. le débit de 
la pompe péristaltique variait entre 27'3 ml min-' et 230 ml min-'. Le liquide contenant 
le méthane dissout était retransféré à l'unité principale par le principe du tropplein ce 
qui permettait le maintien d'un volume constant à l'intérieur de la bouteille. 
2.3.3 L'unité bioréacteur 
Cette unité était constituée d'un cylindre de 2 L en verre. fermé par un bouchon de 
caoutchouc (dimension : dia. inférieur = 77 mm, dia. supérieur = 90 mm, épaisseur = 40 
mm). À l'intérieur du cylindre, un géotextile Texel 400 (Texel, St-Ehéar, Québec) (H = 
36,4 cm, L = 7'8 cm, E = 0'5 cm) a été installé sur un cadre en acier inoxydable (D.E. = 
1'59 mm), et la solution nutritive utilisée était le milieu LNSM-modifié. Un système de 
contrôle de température par échange de chaleur était constitué d'un tuyau en acier 
inoxydable (316-SS) 0 . E .  = 6'35 mm) en forme de U installé dans le réacteur, dans 
lequel circulait de l'eau provenant d'un bain thermostaté (Brinkman, Modèle T-1) ( T = 
29'5 OC - 30'8 OC dans le bioréacteur). Tous les tuyaux situés a l'intérieur du réacteur 
étaient en acier inoxydable. Pour maintenir le volume de liquide à l'intérieur du réacteur 
constant, le principe du trop-plein a été utilisé. L'agitation et la circulation du liquide à 
l'intérieur du réacteur ont été réalisées par l'ajout d'air à l'aide d'une pompe à 
diaphragme (Hagen inc., Montréal, Québec) lors de l'acclimatation des bactéries ou par 
la recirculation du gaz de l'headspace du réacteur par une pompe péristaltique en modes 
cuvée et continu lors de la dégradation du TCE. 
Selon le mode de fonctionnement (cuvée ou continu), le réacteur était soit ouvert à 
l'atmosphère ou fermé. Les deux possibilités sont expliquées dans les sections 
suivantes. 
2.3.3.1 Mode cuvée 
Durant le fonctionnement du réacteur en mode cuvée (Figure 2.2), la seule unité 
fonctionnelle était le réacteur. Le réacteur a été mis en mode cuvée en coupant 
l'alimentation en nutriments, en méthane et en oxygène. L'agitation a été effectuée par 
la recirculation du gaz de l'headspace à l'aide d'une pompe péristaltique à un débit de 
0,s L min-'. Une sonde à oxygène (modèle YSI-5739, Yellow Spring Instruments inc.? 
Yellow Spring, OH) a été utilisée pour trouver le ratio d'utilisation de l'oxygène lors de 
L'étude de la cinétique de consommation du méthane en cuvée. La sonde a été calibrée 
avec de l'air saturé en eau (9,09 mg L-' à 20 OC) (Lanzarone et McCarty, 1990). Cette 
sonde n'a pas pu être utilisée lors des études de dégradation comportant du TCE à cause 
de l'incompatibilité chimique de la membrane avec le TCE. 
l 
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Volume : 2 L 
Figure 2-2 Réacteur en mode cuvée avec en encadré le point d'échantillonnage 
2.3.3.2 Mode continu pour l'adaptation de la flore bactérienne 
Lon de l'adaptation des bactéries sur le géotextile. la partie méthanation était 
fonctionnelle et l'ajout de nutriments (LNS M-modi fié) contenant du N y statin 
(Anachemia) (pou. éviter la formation d'algues) a été fait à partir d'une tourie de 23 L à 
un débit de 1,44 ml min-' (r = 0,92 d). L'ajout d'air provenait d'une pompe à 
diaphragme reliée à un rotamètre (Cole Parmer). Le débit d'aération était de 0.5 L min". 
De plus, le réacteur était ouvert à l'atmosphère (Figure 2.1). 
2.3.3.3 Mode continu pour la dégradation du TCE 
Après l'adaptation de la flore bactérieme, pour éviter la perte du TCE par volatilisation, 
le système était fermé a l'atmosphère en effectuant la recirculation du gaz de 
i'headspace, en ajoutant l'oxygène sous forme dissoute et en ajoutant le TCE et les 
nutriments à partir d'un sac en ~ e d a r @  (Figure 2.3). 
Méthanation 
I 
Soiution + nutritive 
TCE 
Volume: 2 L 
Figure 2-3 Montage pour la dégradation du TCE en mode continu 
2.4 Essais de minéralisation en microcosmes 
Les essais de minéralisation ont été effectués dans le but de vérifier si le consortium 
microbien avait la capacité de minéraliser le TCE radioactif marqué au I4c. 
2.4.1 Préparation des microcosmes 
Les essais en microcosmes ont été réalisés dans des bouteilles sérologiques de 120 mi, 
contenant 60 ml de nutriments (LNSM-modifié), 20 ml d'inoculurn, une trappe à COz 
(tube en verre de 12 mm x 75 mm contenant 1 ml d'une solution alcaline. KOH 1 M) et 
d'un mélange gazeux C&:air (Li)  (Figure 2.4). Ces bouteilles ont été scellées par une 
capsule d'aluminium pré-perforée (dia. = 20 mm) comprenant un septum recouvert de 
~eflon@ (Supelco, Bellefonte, PA) (dia. = 20 mm). Le TCE radioactif a été ajouté dans 
les microcosmes, à l'aide de seringues de verre de 0,s pL et de I,O pL (Hamilton. Reno, 
NV), dans la phase aqueuse pour obtenir des concentrations de 1 mg L*' , 5 mg L" et 15 
mg L-'. Des contrôles abiotiques ont été réalisés de façon similaire en ajoutant du 
triazoture de sodium ( N a 3  - 0,2 % d v )  (Anachemia) aux microcosmes. Les 
microcosmes ont été entreposés à la noirceur et a la température de la pièce (environ 20 
OC). 
- CH, + Air 
Microcosme 120 mL 
+ 14C-TCE 
- KOH lN 
Figure 2-4 Microcosme pour les essais de minéralisation du TCE 
2.4.2 Échantillonnage et mesure de la minéralisation du TCE 
14 La minéralisation fut déterminée en mesurant l'évolution du C a  provenant du 
[I4c]~c~ (Bowman et al., 1993a). Le COz radioactif formé était emprisonné dans la 
trappe de KOH. L'échantillonnage a été effectué à tous les jours, en prélevant d'abord la 
solution de KOH (1 ml) se trouvant dans la trappe et en rinçant la trappe avec du KOH 
fiais (1 ml) pour ensuite remettre du KOH dans la trappe pour le prochain 
échantillonnage. Les 2 ml de KOH recueillis étaient ajoutés dans une fiole de 15 ml 
(Wallac Scintillation Products, England) remplie de 10 ml de liquide a scintillation 
(Optiphase Hi-Safe, Wdlac Scintillation Products) et le tout était bien mélangé. Le 
14 niveau de CO2 a été déterminé par un compteur a scintillation liquide (modèle LSC 
1409) (Wallac Scintillation Products). Ce compteur donne l'activité, exprimée en dpm. 
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où MTCE correspond à la quantité de TCE minéralisé, DPMboie la quantité de 
radioactivité mise initialement à l'intérieur des bouteilles sérologiques, D P G u L w f  la
quantité totale de radioactivité récupérée, VTCE le volume de TCE injecté et ~ C E  la 
densité du TCE. 
2.5 Méthodes analytiques 
2.5.1 Mesure du trichloroéthylène 
L'échantillonnage a été effectué en prélevant 3 ml de milieu (voir points 
d'échantillonnage de la figure 2.1) à I'aide d'une seringue étanche en verre de 10 ml 
(modèle 1010, Hamilton). L'échantillon a été versé dans une fiole de 10 ml (Wheaton) 
préalablement sceiié (septum en ~eflon@, dia. = 20 mm). Pour éviter une surpression à 
l'intérieur de la fiole lors de l'ajout du liquide d'échantillonnage, 10 ml d'au avaient 
préalablement étt5 retirés. Les échantillons étaient entreposés au congélateur pour ètre 
analysés plus tard. L'extraction a été effectuée avec l'ajout de 3 ml d'hexane contenant 
du 1,2 - dibromoéthane (1  mg L-'), comme standard interne, à l'intérieur de chaque fiole 
contenant les échantillons de TCE, Le 1'2-dibromoéthane a été choisi de préférence au 
chloroforme comme standard interne, car lors de la dégradation du TCE. une petite 
quantité de chloroforme peut être produite (Fliermans et al., 1988). Les échantillons ont 
été brassés 30 secondes à l'aide d'un vortex (Vortex Genie 2, Fisher Scientific) et ont 
reposé environ 5 minutes. Ensuite, 2 ml de la phase organique (phase du dessus) ont été 
prélevés et placés dans une fiole en verre de 2 ml (HP4 18 1-3375) scellé avec un septum 
en ~ef lon@ (HP - 5 18 1- 12 10) (dia. = 6 mm). Les échantillons ont été analysés à L'aide 
d'un chromatographe en phase gazeuse (CPG, modèle HP-5890) équipé avec une 
colonne capillaire (HP-5, (reticulé 5 % Ph Me Silicone) 25 m x 0'2 mm x 0,33 p 
d'épaisseur de film) et d'un détecteur de capture d'électrons @CE). 1 pL a été injecte à 
l'aide d'un injecteur automatique (HP-7673, Hewlett Packard) dans le CPG-DCE. Le 
programme de température utilisé était le suivant : la température du four était 
augmentée de 45 OC à 150 O C  à un taux de 15 Wrnin, maintenue à 150 OC pour une 
minute, puis diminuée de 150 OC à 120 O C  à un taux de 10 OC/rnin ; l'injecteur 
(split/splitless) et le détecteur (DCE) étaient maintenus respectivement à 150 OC et 250 
OC (Beiiar et al., 1974 et Ferne1 et al., 1993). L'hélium a été utilisé comme gaz porteur 
(1 38 kPa). La pression de la colonne était de 1 O3,4 kPa. Le tout a été analysé par un 
intégrateur ('HF-3396 A) couplé au CPG. Les temps de rétention obtenus pour le T'CE et 
le 1,2-dibromoéthane étaient respectivement de 2,89 et 4,15 min. Les résultats ont été 
interprétés à l'aide d'une courbe de calibration pour le TCE et à l'aide du standard 
interne (voir annexe A). 
Le taux de biodégradation du TCE (mg L-' d-l) et l'efficacité (%) ont été calculés de la 
façon suivante : 
[TCE], - [TCEId 
Taux = v 
V R  
où v correspond au débit du liquide (L d-') 
Efficacité = 
2.5.2 Mesure du méthane 
L'échantillomage a été effectue en prélevant 10 ml de milieu (voir points 
d'échantillonnages de la figure 2.1) a l'aide d'une seringue étanche en verre de 10 ml 
(rnodéle 1010, Hamilton). L'échantillon a été versé dans une fiole de 12 ml (Wheaton) 
préalablement scellé (septum en caoutchouc, dia. = 20 mm, Wheaton). Pour éviter une 
surpression à l'intérieur de la fiole. une aiguille a été insérée pour égaliser la pression 
ion de l'ajout du liquide échantillonné (Lanzarone et McCarty, 1990). Les échantillons 
étaient analysés par CPG en utilisant une colonne HP- 1 (1 5 m x 0.53 mm x 0.15 p 
d'épaisseur de film) et d'un détecteur d'ionisation de flamme (DIF). Le programme de 
température utilise était le suivant : la température du four était augmentée de 60 O C  à 90 
OC à un taux de 15 OC/min, et de 90 OC à 120 O C  à un taux de 10 "C/min. L'injecteur et 
le détecteur étaient maintenus respectivement à 90 OC et 220 OC. L'hélium a été utilisé 
comme gaz porteur (1 3 8 kPa). Avant d'être échantillonné, l'échantillon était mélangé 
manuellement durant 30 sec. Puis, 50 pL de la phase gazeuse était injecté manuellement 
au CPG-DE à l'aide d'une seringue étanche en verre (série 700, Hamilton) équipée 
d'une valve en ~ef lon@ (Supelco, Bellafonte, PA). Le tout a été analysé par un 
intégrateur (HP-3396 A) couplé au CPG. Les résultats ont été interprétés à l'aide d'une 
courbe de calibration (Annexe B) réalisée par la préparation de standards de méthane. 
Les standards ont été préparés en injectant un volume connu de méthane à l'intérieur 
d'une bouteille sérologique (120 ml) (Arvin, 1991). Cette méthode donnait une mesure 
de la concentration de CH4 sous forme gazeuse qui a été transformée à l'aide de 
l'équation suivante pour avoir la concentration de C& dans la phase aqueuse : 
ou V, = volume de gaz de l'échantillon (ml) qui correspond à I'headspace de la fiole 
VL - voIume de liquide de l'échantillon (ml) 
2.6 Contrôle de la qualité 
Pour vérifier la qualité des mesures expérimentales effectuées, le pourcentage 
d'adsorption ou d'absorption soit par la seringue d'échantillonnage, le géotextile ou les 
seringues d'injection a été déterminé. De plus, la reproductibilté pour le même 
échantillon a été vérifiée. 
2.6.1 Qualité des appareils 
Entre chaque échantillon, la seringue d'échantillonnage était rinçée a l'eau trois fois. Par 
la suite, un volume d'eau identique au volume d'échantillonnage a été mis dans une 
fiole. Une extraction à I'hexane a été effectuée pour vérifier la quantité restante de TCE 
dans la seringue après le rinçage. Dans tous les cas, aucune trace de TCE n'était 
obtenue. Un volume d'eau identique à celui utilisé pour le méthane a été m i s  dans une 
autre fiole. La quantité de méthane gazeux dans I'headspace a été analysé par CPG-DE. 
Dans tous les cas, aucune trace de méthane dissous n'a été observée- 
Pour le bioréacteur, deux parties ont été vérifiées pour l'adsorption du TCE : le bouchon 
en caoutchouc et le géotextile. Dans le cas du bouchon, trois prélèvements ont été 
effectués, soient : au-dessus, au milieu et en-dessous. Ces prélèvements étaient placés à 
l'intérieur d'une fiole contenant de I'hexane pour l'extraction. Pour les prélèvements du 
dessus et du milieu du bouchon, aucune trace de TCE n'a été décellée. Par contre, pour 
la partie inférieure du bouchon, du TCE en quantité négligeable était à la surface due à 
l'agitation à l'intérieur du réacteur. Suite à une circuiation d'une solution de TCE (5 mg 
L - ~ )  dans le réacteur, des échantillons de géotextile ont été découpés. Avec la même 
procédure d'extraction, il a été déterminé que le géotextile avait absorbé du TCE, à 
3 ' 4 5 ~  lo4 mg TCE cm'), ce qui est négligeable. 
Pour les mesures effectuées avec le CPG, deux seringues étaient utilisées. La seringue 
pour le méthane (50 pL), adsorbait une faible quantité de méthane (pouvant atteindre 0,l 
mg L-'), même après plusieurs rinçages en prélevant de l'air ambiant. Par contre, la 
seringue pour l'injecteur automatique (1 pL) ne présentait aucun problème d'adsorption. 
Des échantillons en blanc (hexane avec le standard interne, sans TCE) étaient placés 
entre des concentrations élevées de TCE (5 mg L-') et dans tous les cas aucune trace de 
TCE n'a été détectée. 
2.6.2 Reproductibilité des échantillons 
La reproductibilité de la part des appareils et des échantillons a été vérifiée. Dans le cas 
du CPG-DCE et du CPG-DE, le même échantillon était injecté en triplicata. Pour le 
DE, la précision était à l'intérieur de 10 %, alors que pour le DCE, la précision était à 
l'intérieur de 5 %. Pour vérifier la reproductibilité des échantillons, dépendant de la 
situation, jusqu'à 3 échantillons pouvaient être pris. En mode cuvée. il était 
pratiquement impossible de prendre plus d'un échantillon car le niveau de liquide ne 
devait pas descendre sous le niveau supérieur du geotextile pour éviter des dommages au 
biofilm et pour s'assurer que le système soit bien agité et que le liquide circule autour de 
la membrane. Cependant, chaque échantillon a été injecté à trois reprises dans le CPG 
(moins de 5 % de variation). 
Les incertitudes ont été calculées sur toutes les données (Annexe C). 
Chapitre 3: Résultats et discussion 
3.1 Études microbiologiques 
3.1.1 Milieu de culture des méthanotrophes 
Plusieurs auteurs ont tenté d'optimiser les conditions de culture des bactéries 
methanotrophes (Park et al., 199 1 ; Taylor et ai., 1993; Bowman et Sayler, 1994). Une 
étude sur deux milieux nutritifs différents a été réalisée. Le milieu à faible concentration 
de nitrate (LNSM, section 2.2.1.1) qui est utilisé par la plupart des chercheurs (Cornish 
et al., 1984; Graham et al., 1992) et le milieu LNSM-modifié ont été comparés. Dans le 
milieu LNSM-modifié, environ 80 % des oligo-éléments ont été enlevés car ils ne 
seraient pas essentiels à la croissance (Bowman et Sayler, 1994). La quantité de nitrate a 
été doublée (2,O mM) pour obtenir une activité spécifique maximale de la MMOs 
(Bowman et Sayler, 1994). La quantité de fer sous forme ferreux ( ~ e ~ 3  a été doublée à 
80 p o l  L-' (Taylor et al., 1993), permettant ainsi d'augmenter la densité cellulaire (Park 
et al., 1991). Aussi, pour éviter la formation de précipité (Fe2' + ~ e ~ ' )  à l'intérieur de la 
solution LNSM-modifié, du HzS04 (5 ml de H2S04 (1  mM) par 100 ml de solution de 
fer) a été ajouté au milieu (Park et al., 1 99 1 ). 
A h  de déterminer lequel des deux milieux de croissance est le meilleur, une souche de 
M. trichosporium OB3b a été inoculée dans une bouteille sérologique de 120 mL 
contenant 10 mL de milieu LNSM stérile et saturée d'un mélange de gaz (C&:air:COz 
dans un rapport de 5:4:1). Un décompte microbien (section 2.2.4) sur milieu solide 
(LNSM et LNSM-modifié) a été effectué. Après 3 jours d'incubation à 30 O C  des boites 
de Petri, des colonies ont été observées sur le milieu LNSM-modifié. Au moins 6 jours 
ont été micessaires avant d'observer une croissance sur les boîtes de Petri avec le milieu 
LNSM. Pour le LNSM-modifié, le nombre de colonies par ml (15 1 000) était supérieur 
par un facteur moyen de dix par rapport à celui du LNSM (1 1 000) après sept jours, ce 
qui pourrait être dû à l'augmentation de la concentration en fer dans le milieu. 
Le LNSM-modifié a été choisi pour les expériences en réacteur, car les bactéries 
méthanotrophes croissent plus rapidement sur ce milieu. 
3.1.2 Choix du sol employé dans le réacteur à sol immobilisé 
Un sol possédant un potentiel indigène méthanotrophe a été prélevé au Lac des Atocats 
du Mont St-Bruno (Figure 3.1). À ce lac, il y a formation de bulles à la surface de l'eau 
dû à un dégagement de gaz. Il y a donc la possibilité de trouver des bactéries 
methanogènes (producteur de méthane) dans la partie anaérobie et de trouver à 
l'intefiace de la zone anaérobie-aérobie des bactéries méthanotrophes. 
Figure 3-1 Lac des Atocats du Parc Mont St-Bruno 
3.1.3 Caractérisation du consortium microbien 
3.1.3.1 Identification des bactéries méthanotrophes présentes dans le sol 
Pour e ~ c h i r  les microorganismes indigènes du sol, une jarre anaérobie, avec un 
environnement de C&:air:CO2 (5:4: 1 ), contenant à l'intérieur un Erienmeyer de 250 ml 
avec un échantillon de sol (130,2 g) a été utilisée. Elle a été mise dans un incubateur 
maintenu à 30 O C  durant 14 joun. L'échantillon de sol contenu dans I'Erlenmeyer a été 
filtré (filtre de 1,5 pm). Le filtrat (5 ml) obtenu a été déposé dans une bouteille 
sérologique de 70 ml contenant 10 ml de LNSM. La bouteille a été scellée puis l'espace 
vide de la bouteille a été rempli avec un mélange gazeux de méthane:air:COz (5:4:1). 
Les bouteilles ont été incubées à 30 OC, pour une période pouvant atteindre 31 joun. 
Deux types distincts de colonies ont été isolés (section 2.2.3.1) sur milieu solide LNSM- 
modifié (tableau 3.1 ). 
Les bactéries obtenues sont de type méthanotrophe car elles poussent, en conditions 
aérobies, sur le milieu minimal (LNSM) avec le méthane comme seule source de 
carbone et d'énergie. Elles sont Gram-négatives. La morphologie de leur colonie et la 
morphologie cellulaire observée au microscope ont été comparées à la littérature 
(Bowman et al., 1 993 b) et s'apparenteraient aux espèces Methylosinuî trichosporium et 
Methylomonas methanica. 
Tableau 3.1 Identification des bactéries méthanotrophes du sol 
1 Caractéristiques 
I Morphologie cellulaire 
Morphologie des colonies s
Température d'incubation 
I o u r i ë  de carbone 
Espèce probable 
négatif 
bâtonnet de forme piriforme 
formation de rosette 
blanchâtre, opaque, légèrement 
bombée et circulaire 
méthane 
négatif 
présence de bâtonnets et de 
coccibacilles 
rosâtre, opaque, légèrement 
bombée et circulaire 
méthane 
3.1.3.2 Identification des bactéries hétérotrophes présentes dans le sol 
Une expérience pour isoler les autres types de bactéries présentes dans le sol a été 
effectuée. Trois types dominants de bactéries hétérotrophes ont été isolés. Deux 
souches ont été identifiées par Biolog comme étant, Rhodococcur obuensis (similitude 
0,78) et Nefiseria polysaccharea (similitude 0,82), ou une similitude supérieure à 0,5 est 
considérée valable selon le logiciel Microlog. La troisième souche n'a pu être identifiée. 
Ses principales caractéristiques sont : bactérie Gnun-négative de forme bâtomet et 
d'apparence blanche filamenteuse sur Petri. Ces bactéries hétérotrophes se retrowaient 
généralement dans le bioréacteur dans les proportions suivantes : Rhodococcus obuensis 
(60-75 %) > Neisseria poiysaccharea (1 5-30 %) > troisième souche (5- 15 %). 
Des décomptes hétérotrophes et méthanotrophes ont été réalisés sur la fiaction liquide du 
bioréacteur après une période d'adaptation au méthane d'une semaine. Des 
concentrations en bactéries méthanotrophes et hétérotrophes de 1 1 900 UFC ml-' et 
5 200 UFC ml" ont été obtenues, soit un ratio de 2,29. Ces résultats ne peuvent 
cependant pas être interpolés pour le consortium bactérien se retrouvant sur le géotextile. 
3.1.3.3 Vérification de la biodégradation du TCE par le consorüurn méthanotrophe 
Des essais de minéralisation en microcosmes ont été effectués pour vérifier si le 
consortium bactérien provenant du réacteur pouvait minéraliser le TCE. Les 
microcosmes réalisés en triplicata étaient composés de 20 ml de culture liquide 
provenant du réacteur, de 60 ml d'une solution de nutriments et de 50 % (vh) de 
méthane dans la phase gazeuse. Le taux de dégradation était plus élevé pour les 
microcosmes qui avaient une concentration initiale de TCE de 15 m g  L-' (Figure 3.2). 
Les taux initiaux moyens de dégradation du TCE augmentent en fonction de la 
concentration de TCE tandis que le pourcentage de minéralisation diminuait avec une 
augmentation de la concentration initiale de TCE (Tableau 3.2). 
De plus, une croissance de la flore bactérienne dans les microcosmes a été observée 
(présence de flocs) après 5 jours, ce qui indique que le TCE à des concentrations aussi 
élevées que 15 mg L-' n'inhibe pas la croissance du consortium bactérien ou d'une 
fraction de la population microbienne. 
Temps (d) 
Figure 3-2 Quantité de TCE dégradé en microcosmes par un consortium bactérien en 
fonction du temps pour diverses concentrations initiales de TCE : (a) 1 mg L-', (m 5 
Tableau 3.2 : Variation du pourcentage de minéraiisation et du taux initial de 
dégradation du TCE en fonction de la concentration initiale de TCE 
3.2 Étude du transfert de masse dans le système 
3.2.1 Caractérisation de l'unité de méthanation 
Le réacteur a sol immobilisé a déjà été caractérisé (Karamanev et al., 1996a) mais les 
conditions méthanotropheç pour la croissance de la flore bactérienne nécessitaient l'ajout 
d'une unité supplémentaire pour l'alimentation du méthane au réacteur. Le transfert de 
méthane dans la phase aqueuse s'effectuait dans l'unité de méthanation (Figure 2.1). Le 
procédé a été mis en mode continu et le débit de la pompe d'alimentation de l'unité de 
méthanation et la vitesse d'agitation du barreau magnétique à l'intérieur de l'unité ont 
été variés. Les paramètres modifiés par ces deux facteurs sont le temps de résidence (r), 
la concentration de méthane et le coefficient de transfert de masse (kLa). Ce dernier est 
calculé à l'aide de l'équation : 
Taux de dégradation initial 














oii [ch]' correspond à la concentration de saturation de méthane (24,l mg L-' à 25 OC; 
Mackay et Shiu, 1981) et «a» à l'aire interfaciale. Cette équation pour le calcul du 
coefficient de transfert de masse a pu être utilisée en supposant qu'il y a un mélange 
complet dans l'unité de méthanation et en supposant que la consommation et la 
production de méthane par les bactéries libres sont négligeables. L'hypothèse que 
l'unité de méthanation est parfaitement mélangée a été vérifiée par le calcul du Peclet 
qui tend vers O (annexe D). L'hypothèse que la consommation et la production de 
méthane par les bactéries libres était négligeable a été vérifiée en bouteille sérologique, 
contenant du LNSM-modifié (60 ml) et 20 ml d'inoculum, placée sur une plaque 
agitatrice magnétique (Bellco Biotechnoiogy, Vineland (New Jersey)). Par exemple, 
pour une concentration (0,75 mg L') similaire à celle ajoutée dans le réacteur, le taux 
initial de dégradation obtenu était de 5,6x 1 o - ~  mg L-' min-'. Le taux de consommation 
de C& des bactéries libres (5,6x10'~ mg L-' min-') était donc négligeable à comparer au 
taux de consommation du géotextile (2,3 x 1 0-2 mg L-' min-'). 
La débit d'alimentation de l'unité de méthanation contrôlait le temps de résidence du 
liquide dans cette unité. En augmentant le temps de résidence (Figure 3.3) et en gardant 
constante la vitesse d'agitation (300 tr min-'), une augmentation de la concentration en 
méthane ê la sortie de l'unité fut observée tandis que le kLa tendait à diminuer. En 
considérant que kL est constant pour un système donné, une réduction du kLa serait 
causée par la diminution du débit liquide (le liquide entre dans la partie supérieure du 
methanate) ce qui peut entraîner une baisse de la turbuience et donc de la surface 
d'échange (aire interfaciale). 
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Figure 3-3 Concentration de méthane (a in, 0 out) et coefficient de transfert de masse, 
kra (A), dans l'unité de méthanation en fonction du temps de résidence (vitesse 
d'agitation à 300 tr min-') 
L'effet de la vitesse d'agitation a également été examine. Le temps de résidence a été 
maintenu constant (6,3 min). Une augmentation de la concentration de méthane à la 
sortie de l'unité de méthanation suite à une hausse de la vitesse d'agitation a été 
remarquée, se traduisant par une augmentation du coefficient de transfert de masse kLa 
(Figure 3.4). A basse vitesse d'agitation (50 tr min1), le transfert de masse est moins 
élevé dû à un faible mélange. Par contre. à une vitesse supérieure, soit à 300 tr min-'. il y 
a formation d'un vortex donc une augmentation du mélange du liquide et de l'aire 
interfaciale (surface d'échange) ce qui entraîne un transfert de masse supérieur. 
Vitesse d'agitation (tr min-') 
Figure 3-4 Concentration de méthane à la sortie de l'unité (@) et coefficient de transfert 
de masse (A) en fonction de la vitesse d'agitation de l'unité de méthanation (s = 6'3 
min) 
En résumé, on observe qu'une augmentation du temps de résidence ou de la vitesse 
d'agitation de l'imité de métbnation entraîne une augmentation de la concentration de 
méthane à la sortie de l'unité L'unité de méthsination est importante car eile 
contrôle l'ajout de méthane qui est utilisé comme source de carbone et d'énergie par les 
bactéries méthanotrophes. La vitesse d'agitation et le temps de résidence de l'unité de 
méthanation sont les deux paramètres qui influencent la quantité de méthane dissout. 
Lors de l'adaptation des bactéries sur le géotextile, il faut un taux de fourniture élevé de 
méthane dans le réacteur pour avoir une croissance maximale des bactéries (vitesse 
d'agitation élevée et un temps de résidence court dans l'unité de méthanation). Lors de 
la biodégradation du TCE, puisque le CI& et le TCE sont en compétition pour les sites 
actifs de la MMOs, un faible taux de fourniture de C h  est nécessaire. Une vitesse 
d'agitation plus faible et un temps de résidence plus long dans l'unité de méthanation 
seront favorisés. Cependant, la vitesse d'agitation ne doit pas être trop faible pour éviter 
la formation d'un biofilm dans l'unité de méthanation, ni trop élevée car à une vitesse 
d'agitation supérieure à 300 tr min-' il y a formation de bulles a l'intérieur de l'unité de 
méthanation qui peuvent s'échapper à l'extérieur du système et le méthane ne serait plus 
ajouté sous forme dissoute. Par conséquent, la vitesse d'agitation de l'unité de 
méthanation a été fixée à 300 tr min". 
3.2.2 Büan de masse sur le TCE dans un réacteur abiotique 
Dans les études précédentes (Karaxnanev et al., 1996a et 1997), les bioréacteurs à sol 
immobilisé étaient utilisés pour la dégradation des contaminants non volatils. Dans le 
cas de cette étude, le TCE est très volatil. Les pertes dues à la volatilkation peuvent 
donc être importantes à cause de l'aération. L'oxygène dans le réacteur peut être ajouté 
de deux façons, soit sous forme gazeuse (système ouvert pour le gaz) ou soit sous forme 
dissoute (système fermé pour le gaz). 
3.2.2.1 Système avec ajout d'oxygène sous forme gazeuse 
Dans un système ouvert avec aération, une certaine volatilisation de TCE peut se 
produire. Le degré de volatilkation du TCE a été étudié dans le système en continu avec 
ajout d'oxygène sous forme gazeuse. L'expérience a été effectuée sur une période de 80 
heures (Figure 3.5) avec le montage décrit à la figure 2.1 s'est déroulée en absence de 
géotextile. 
Figure 3-5 Dynamique du système en condition abiotique pour le TCE (1 mg L") en 
système ouvert avec un taux d'aération de 0,s L air min" (O)[TCE] à l'entrée, 
[TCE] à la sortie, r : 6 heures, température : 30 OC 
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Une différence moyenne de 25 % entre la concentration de TCE à l'entrée et à la soitie 
du réacteur a été observée (Figure 3.5). Ce pourcentage est non négligeable en système 
ouvert. La volatilisation du TCE doit donc être prise en compte. 
3.2-2.2 Système avec ajout d'oxygène sous forme dissoute 
Due à la perte non négligeable de TCE en système ouvert, la possibilité d'ajouter 
l'oxygène sous forme dissoute a été étudiée. Pour ce faire, l'air fut barbotté dans une 
jarre remplie d'eau avec agitation et I'eau aérée est ajoutée en même temps que I'eau 
contaminée à l'intérieur du bio-système. Pour créer l'agitation et la recirculation du 
liquide à l'intérieur du réacteur, le gaz de I'headspace est recirculé à l'aide d'une pompe 
au même débit volumétrique qu'auparavant. 
Dans le but d'évaluer si l'ajout d'oxygène sous forme dissoute dans un système clos 
pour les gaz diminuait la perte de TCE par volatilisation, une étude s'est déroulée sur 
une période de 10 jours (Figure 3.6)' avec quatre étapes distinctes : l'ajout de TCE dans 
le réacteur rempli d'eau sans agitation, ajout de TCE avec recùculation de l'headspace, 
installation du géotextile avec arrêt de l'agitation et dernièrement mise en marche de la 
recirculation de l'headspace en présence du géotextile. En général, le système avec ajout 
d'oxygène sous forme dissoute empêche la volatilisation du TCE (une variation 
inférieure à 4 % a été observée, ce qui est à l'intérieur de l'incertitude de l'appareil (5 % 
au détecteur DCE). Le seul moment où il y a eu une diminution plus importante de la 
concentration de TCE à la sortie est lors de I'installation du géotextile qui a entrainé 
I'ouvemire du système et le rajout de liquide (sans TCE), mais le tout s'est rétabli par la 
suite. 
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Figure 3-6 Dynamique du système en condition abiotique pour le TCE (5 mg L") en 
système fermé (O)[TCE] à l'entrée, [TCE] à la sortie, température : 30 OC, débit de 
recirculation du headspace de 0,5 L min-'. (& builage, indique en période d'agitation) (& 
géotextile, indique l'ajout du géotextile avec au même moment l'arrêt de l'agitation) 
À l'échelle laboratoire, le système avec ajout d'oxygène dissout (système fermé) est 
préférable pour évaluer les possibilités du système et surtout pour être bien sûr qu'il y a 
dégradation du TCE et non volatilisation. Donc, pour effectuer les expériences en 
continu avec le TCE, ce système sera utilisé; cependant, lors de la période 
d'acclimatation du consortium microbien, le système ouvert sera utilisé. 
3.2.3 Immobilisation du sol 
L'immobilisation du sol crée un écosystème favorable au développement de la flore 
bactérienne et favorise la formation d'une biomasse sur le géotextile. La dynamique 
d'immobilisation du sol sur le géotext.de a été mesuré. Le temps d'immobilisation des 
particules de sol correspond au temps nécessaire pour que la densité optique (DO) de la 
fiaction liquide du réacteur à 660 nm d e i e ~ e  égale à la DO des nutriments. Pour les 
trois expériences, les courbes d'immobilisation du sol correspondent à des 
exponentielles inverses (Figure 3.7). 
Pour l'expérience A, 3,63 g de sol (d < 0,150 mm, Annexe E) a été utilisé. Pour les 
expériences B et C, 3,55 g du même sol a été utilisé. Le temps nécessaire pour que le 
système revienne à son état initial @O = DO des nutriments) est de 45,7 heures pour les 
trois expériences (Figure 3.7). 
Figure 3-7 Suivi de la densité optique @O) à 660 nm pour l'immobilisation du sol sur le 
géotextile pour diverses expériences (0) expénence A, (A) expérience B, (X )  
expénence C 
L'immobilisation du sol sur le géotextile peut être caractérisée en utilisant l'équation 
suivante (Karamanev et al., 1997) : 
Il est possible de déterminer les deux constantes P et & par régression non-linéaire à 
partir des données expérimentales. DOo correspond à la densité optique initiale. Des 
valem de 1,10 et 0,02 min-' ont été obtenues respectivement pour P et (r2 = 0,97). 
3.3 Biodégradation du TCE et du CH4 dans un réacteur à sol 
immobilisé en mode cuvée et en continu 
33.1 Cinétique de consommation du méthane 
Des essais en cuvée (Figure 2.2) ont été réalisés pour analyser la cinétique de 
dégradation du méthane dans le réacteur. La recirculation du gaz de I'headspace du 
réacteur permet une bonne distribution du TCE et du substrat (Ch) et permet aussi 
l'agitation dans le réacteur. Pour faciliter la prise d'échantillon, une pompe permettait 
de faire circuler du liquide en circuit fermé (Figure 2.2). 
Pour déterminer la cinétique de consommation du méthane. plusieurs essais en 
bioréacteur à sol immobilisé en mode cuvée ont été réalisés (Figure 3.8). Lors de ces 
essais, des échantiIlons de milieu liquide ont été prélevés pour suivre la concentration de 
méthane et d'oxygène dans le réacteur en fonction du temps. L'utilisation du méthane 
suivait le modèle de Monod (Figure 3.8). 
O 50 100 200 
Temps (min) 
Figure 3-8 Essais de consommation du méthane par les bactéries d'un réacteur à sol 
immobilisé en mode cuvée à une température de 30 O C  (a) essai 1 ,  (a, essai 2, (-) 
modèle de Monod 
Le Ks (concentration qui correspond a la moitié du taux maximal) et le K (tau de 
consommation maximal) ont été déterminé à partir des équations suivantes : 
Pour un réacteur en cuvée : 
Selon l'équation de Monod : 
"'"d~= S Kdt 
S 
Kr ln(-) + (S - So) = Kt 
S o  
Ks et K ont été déterminés par une régression non linéaire à partir de l'équation (1 1). 
Les valeurs de K et Ks étaient respectivement de 0'0 13 mg C h  L-' min" et 0,35 mg C& 
L-' pour le premier essai et de 0,014 mg C h  L" min" et 0,51 mg C h  L-' pour le 
deuxième essai avec un coefficient de corrélation moyen de 0,988. Broholm et al. 
(1992) avaient rapportés des valeurs de Ks variant entre 024 et 0,42 mg C h  L*' pour 
des cultures mixtes de méthanotrophes. 
À partir des mesures d'oxygène dissout, le rapport molaire de l'oxygène consommé sur 
le méthane pour le consortium microbien du réacteur à sol immobilisé est de 1'6 : 1. Ce 
rapport se compare à celui de l'étude de Strand et al., (1990) qui ont obtenu un ratio de 
1,66. Ces ratios sont infërieurs à ceux obtenus par l'équation stoechiométrique de 
l'oxydation du Cfi par l'Oz qui est de 2: 1. 
3.3.2 Biodégradation du TCE en absence de méthane 
Dans le but de vérifier la capacité du consortium bactérien de dégrader le TCE en 
absence de méthane, des expériences en mode cuvée semblables à celles réalisées pour le 
méthane ont été effectuées. 11 a été démontré que le consortium avait la capacité de 
dégrader le TCE (0,5 mg L") dunint une période d'au moins 12 h avec un taux linéaire 
de 0,016 mg L-' h" après environ trente minutes (Figure 3.9). Cependant, en répetant 
l'expérience sans ajout subséquent de méthane, avec une concentration initiale de TCE 
de 0,1 mg L - ~ ,  le taux de dégradation n'était plus que de 0,O 172 pg L-' h". Les bactéries 
obtenaient donc l'énergie nécessaire pour la biodégradation d'une autre source que le 
méthane, probablement le PHB (Henry et Grbic-Galic, 199 1 ). Les bactéries pourraient 
ainsi utiliser leur réserve de PHB jusqu'à épuisement pour activer la MMOs qui dégrade 
le TCE. Un troisième essai avec une concentration initiale de TCE de 0'1 mg L-' a 
démontré une dégradation presque nulle. Après 37 heures, le consortium ne dégradait 
plus le TCE, ce qui indique que la source d'énergie était épuisée ou que l'enzyme 
MMOs devait être inactive. Cette enyme nécessite donc la présence obligatoire du 
méthane pour être active pour une longue période car le méthane est une source 
d'énergie et qu'il stimule la synthèse de la MM0 (Henry et Grbic-Galic, 199 1 ). 
Figure 3-9 Essai pour la dégradation du TCE dans un réacteur à sol immobilisé en mode 
cuvée sans C h  à une température de 30 OC 
3.3.3 Essais en mode continu pour la dégradation du TCE 
Pour avoir un taux de dégradation de TCE élevé, il faut avoir une biomasse importante 
de bactéries méthanotrophes actives. Pour favoriser la croissance bactérienne sur le 
géotextile, ce qui est privilégiée par une fourniture élevée en méthane, il n'y a aucun 
ajout de TCE. Quand le taux de consommation en méthane est maximal, le TCE peut 
être ajouté. Deux essais en continu (Figure 3.10) d'une période d'environ 36 jours ont 
été réalisés pour étudier l'influence du taux de fourniture en méthane, la cinétique de 
dégradation du TCE et l'influence du temps de résidence dans le réacteur. 
' 1 Expérience A 
Temps (d) 
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Figure 3-10 Dégradation du TCE dans un réacteur à soi immobilisé en mode continu à 
30 OC : (O) [TCE] alimentée, (. ) [TCE] dans le réacteur. Les incertitudes ne sont pas 
incluses dans la figure pour faciliter la compréhension. 
Pour les expériences A et B, le taux de fourniture en méthane était diminué après trois 
jours tout en maintenant un temps de résidence constant de 0,91 d à l'intérieur du 
réacteur. Ensuite, le taux de foumiture en méthane était maintenu constant puis le temps 
de résidence et la concentration de TCE alimentée au réacteur étaient variés. Le temps 
de résidence variait entre 0'04 d et 1'03 d. La concentration de TCE alimentée variait 
entre 1 mg L- ' et 1 8 mg L" . 
3.3.3.1 Influence du taux de fourniture du Ca 
La première partie des essais en continu consistait à vérifier l'influence du taux de 
fourniture en méthane sur la dégradation du TCE. Le taux de fourniture en méthane au 
réacteur est contrôlé principalement à l'aide de la pompe d'alimentation de l'unité de 
methanation (Figure 2.3). Pour obtenir un taux de fourniture élevé en méthane, il faut 
favoriser un débit d'alimentation rapide, ce qui implique un temps de résidence court. 
Le taux de fourniture est calculé à partir de cette équation : 
([CH~IOIJ~M - [C&]U~M)/TM (12) 
Il existe un lien direct entre le taux de foumiture de C h  et l'efficacité du réacteur pour 
la dégradation du TCE (tableau 3.3) pour un temps de résidence constant dans le réacteur 
(0,91 d). Une augmentation moyenne de 14 % de l'efficacité du bioréacteur pour la 
dégradation du TCE a été observée quand le taw de fourniture en méthane était diminué 
de moitié. C'est pourquoi, les essais suivants ont été réalisés en essayant de maintenir 
un taux de fourniture en méthane faible et en variant seulement le temps de résidence du 
bioréacteur et la concentration d'alimentation de TCE. 
Tableau 3.3 Résultats démontrant l'influence du taux de fourniture du méthane sur 
l'efficacité du bioréacteur pour la dégradation du TCE. 
Expérience [ C & h  ~ c ~ ~ o u t ~  Taux de [TCE 1, [TCE],, Efficacité 
(mg L-9 (mg L") fourniture C& (mg L-') (mg L") (%) 
(mg L-' min-') 
0,449 0,054 0,063 1 ,OS 026 75.5 
A 
0,655 0,030 0,024 1 ,O3 0,08 91,9 
0,434 0,053 0,060 2,42 0,33 86,4 
B 
0,747 0.035 0.028 2.26 0.06 97.3 
3.3.3.2 Influence de la concentration de TCE dans l'aümentation et  du temps de 
résidence dans le réacteur 
Le taux de dégradation du ûichloroéhylène variait de façon linéaire en fonction de la 
concentration d'alimentation de TCE pour un temps de résidence donné (Figures 3.1 1 et 
3.12). Plus le temps de résidence était court, plus les taux de dégradation obtenus étaient 
élevés pour une même concentration d'aümentation. Le taux de dégradation maximal 
obtenu était de 230 mg L-' d*' pour une concentration d'alimentation de 18 mg L-' et un 
temps de résidence de 0,04 d (Figure 3.12). Pour les figures 3.1 1 et 3.12, les points 
représentés dans le graphique etaient en régime permanent. Ce régime a été atteint après 
que le liquide ait circule pendant une période équivalente à trois fois le temps de 
résidence dans le réacteur. 
Figure 3-1 1 Taux de dégradation du TCE par rapport à la concentration de TCE 
alimentée pour des temps de résidence de 1 d (O) et de 0,5 d (m 
Figure 3-12 Taux de dégradation du TCE par rapport à la concentration de TCE 
alimentée pour des temps de résidence de 0,25 d (O), 0,12 d (m et 0,04 d (A) 
Si on regarde le taux de dégradation du TCE par rapport au temps de résidence en 
gardant constant la concentration de TCE alimentée (Figure 3.13), on observe, selon les 
deux concentrations d'alimentation illustrées (même tendance poTx les autres 
concentrations), que le taux de dégradation augmente de façon exponentielle lorsque le 
temps de résidence diminue. 
Le taux de dégradation augmentait avec une diminution du temps de résidence tandis 
que l'efficacité (conversion) diminuait (Figure 3.14). L'efficacité maximale obtenue lors 
des expériences fut de 97,3 % pour un temps de résidence de 0,9 1 d. 
O ! L I 1 1 1 
O 0.2 0.4 0.6 0.8 1 
Temps de résidence (d) 
Figure 3-13 Taux de dégradation du TCE en fonction du temps de résidence pour des 
concentrations de TCE alimentées de 1,O mg L-' (a) et de 2,4 mg L"(= ) 
Temps de résidence (d) 
Figure 3-14 Efficacité d'enlèvement du TCE en fonction du temps de résidence pour des 
concentrations de TCE alimentées de 1 ,O mg L.' (e) et de 2,4 mg L-' 
3.3.3.3 Cinétique de dégradation du TCE 
La cinétique de la réaction par rapport au TCE a été effectuée en mode continu. Les 
essais en continu ont été effectués pour des concentrations inférieures à 18 mg L-' et le 
taux de dégradation maximal n'a pas été atteint, ce qui laisse supposer que l'on se 
trouvait dans la partie linéaire du modèle de Monod. Le taux de dégradation du TCE 
était linéaire en fonction des concentrations de TCE a la sortie du réacteur (Figure 3.15). 
Dans le modèle de l'équation de Monod, on a : 
Si on suppose Ks »> S, on peut é c ~ e  que 
-r= KiS (14) 
où Ki qui est une constante cinétique de premier ordre correspond à WK, OU K 
correspond au taux de consommation maximal de TCE (mg L-' d-') et Ks à la 
concentration correspondant à la moitié du taux maximal (mg L-'). La constante KI  a été 
déterminée en calculant la pente de la droite de la Figure 3.15. Le rapport KKr était égal 
à 21,8 d-'. 
Poin vérifier que le K, était beaucoup supérieur à S, une courbe de la concentration de 
TCE à la sortie du réacteur en fonction du temps de résidence a été tracée (Figure 3.16). 
Figure 3-15 : Taux de dégradation du TCE en fonction des concentrations à la sortie du 
réacteur 
0.0 I I l I I 1 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 .O 
Temps de residence (d) 
Figure 3-16 Concentration de TCE a la sortie du réacteur en fonction du temps de 
résidence pour une concentration de TCE alimentée de 2,4 mg L ' ~  
En assumant que le réacteur était bien mélangé. les constantes cinétiques K et Ks du 
modèle de Monod ont pu être déterminées. 
Pour un réacteur bien mélangé, 
Selon I'équation de Monod, 
Les valeurs de K, et K ont été déterminées par régression non linéaire. Des valeurs de 
144 mg TCE L*' et de 341 5 mg TCE L-' d-' ont été obtenues respectivement pour K, et K 
avec un coefficient de corrélation de 0,98. Vu que le K, obtenu à partir de l'équation de 
Monod est très supérieur à la concentration ha ie  de TCE, la cinétique de dégradation 
par rapport au TCE suit une cinétique d'ordre 1 .  Le rapport de WK, est égal à 23,7 d-'. 
Ce rapport est presque identique à celui trouvé pour la constante cinétique Ki.  
3.3.3.4 Comparaison avec la littérature 
Les résultats obtenus par différents chercheurs travaillant avec des consortiums 
bactériens mixtes en réacteur continu ont été comparés avec les résultats de ces travaux 
(Tableau 3 -4). 
Tableau 3.4 Comparaison des résultats obtenus par d'autres auteurs utilisant un 
consortium de méthanotrophes pour la dégradation du TCE en bioréacteur 
Travaux [TCEh ~TCEIwt Temps de Taux maximum Efficacité 
(mg L") (mg L-') résidence (d) dégradation (w 
(mg TCE L*' d") 
Lanzaronneetai.1990 0,025 0,O 1 85 0.02 0.33 26 
Arvin, 1991 1,2 0,924 0-2 1.38 23 
Fennel et al. 1993 11.3 3,6 0.1 1 24.5 23.9 
Aziz et al. 1 995 0,097 0,075 0,0065 3.38 22.7 
Piene et al. 1997 2.26 0-06 1 0.9 1 2,42 97,3 
Pierre et al. 1997 18,12 8-46 0,042 230 53.3 
Bioréactcur avec une souche pure de rnéthanoirophe : PP358 de M. tricharporium OB3b 
Si on se compare avec l'étude de Amin (199 1 ) et celle de Laiuaronne et al., ( 1990) pour 
une concentration de TCE faible à la sortie, le taux de dégradation obtenu avec le sol 
immobilisé est respectivement supérieur d'un facteur de 1,75 et 7,3 et l'efficacité est 
plus grande de 323 % et de 274 %. Pour une concentration de TCE à la sortie plus 
élevée (Fennel et al., 1993), le taux de dégradation et l'efficacité obtenus avec le réacteur 
à sol immobilisé sont supérieun d'un facteur de 9,4 et de 307 %. L'étude de Aziz et al. 
(1995) a rapporté un taux de dégradation plus élevé pour une concentration de TCE 
faible à la sortie mais l'efficacité (22'7 %) est très faible comparativement au réacteur à 
sol immobilisé (97,3 %). De plus, le système utilisé par AzP, à grande échelle, serait 
moins applicable et entraînerait des coûts supplémentaires pour le maintien de la 
stérilité. En général, les taux de dégradation et les efficacités obtenus à partir du réacteur 
à sol immobilisé sont très supérieurs a ceux obtenus par ces auteurs. 
Chapitre 4: Conclusion et recommandations 
4.1 Conclusion 
Le principal objectif de ce projet de recherche consistait à développer un procédé pour la 
dégradation du trichloroéthylene employant un sol immobilisé contenant un consortium 
méthanotrophe. Des études antérieures avaient démontré que le concept du bioréacteur a 
sol immobilisé était performant pour la minéralisation de contaminants aqueux (ex : 
PCP). Les résultats obtenus ont pu démontrer que le concept du réacteur à sol 
immobilisé en conditions méthanotrophes pour la minéralisation du trichloroéthy lène 
était fonctionnel et très prometteur. A partir des résultats présentés, plusieurs 
conclusions ont pu être tirées : 
1) Les bactéries méthanotrophes sont présentes en plus grand nombre dans le sol utilisé 
dans le réacteur à sol immobilisé que les bactéries hétérotrophes. Les deux souches 
dominantes sont probablement : Methyiomonus rnethanica et Methylosinus 
nichosporium. 
2) L'étude en microcosmes a montré que : 
Le consortium méthanotrophe peut minéraliser le X E .  
En phase aqueuse, le TCE, jusqu'à une concentration de 15 mg L-', n'inhibe 
pas significativement la croissance microbienne. 
Le taux de dégradation augmente avec une augmentation de la concentration 
de TCE. 
3) L'étude du transfert de masse a permis de : 
Caractériser l'unité de méthanation : l'ajout de méthane est influencé par le 
débit d'alimentation de l'unité de méthanation et l'agitation. Le coefficient 
de transfert de masse kLa est iduencé par l'agitation de cette même unité. 
Caractériser le bilan de masse du TCE dans un réacteur abiotique : avec un 
système ouvert pour l'ajout de l'oxygène sous forme gazeuse, une perte 
aiteignant 25 % de TCE par volatilisation a été observée; Avec uo système 
d'ajout de l'oxygène sous forme dissoute et la recirculation des gaz, aucune 
perte de TCE n'a été enregistrée. 
Étudier I'immobilisation du sol sur le géotextile : l'immobilisation du sol sur 
le géotextile suit le modèle de l'équation suivante avec j3 et AQ égal 
respectivement à 1'10 et 0,02 min-'. 
4) Les essais en cuvée ont démontré que : 
La cinétique par rapport au méthane suit un modèle de Monod : Essai 1 : Kr = 
0,35 mg C h  L", K = 0,O 13 mg CH4 L - ~  min-' - Essai 2 : K, = 0,5 1 mg C& 
L-', K = 0,014 mg C h  L" min". 
Le ratio molaire de la consommation de l'oxygène sur le méthane est de 
1'6:I. 
Le consortium microbien avait la capacité de dégrader le TCE en absence de 
méthane pour une certaine période d'environ 3 7 heures. 
5) Les essais en mode continu ont démontré que : 
Une augmentation du taux de fourniture en CH4 entraîne une augmentation du 
taux de consommation de C h  et diminue l'efficacité d'enlèvement du TCE 
par le bioréacteur. 
La réaction de dégradation du TCE suit une réaction d'ordre 1 dans la partie 
linéaire de Monod : K, = 144 mg TCE L-', K = 34 1 5 mg TCE L" d-'. 
Le bioréacteur à sol immobilisé avec consortium méthanotrophe peut dégrader 
le TCE jusqu'à un taux d'au moins 230 mg TCE L-' 6'. 
6) En général, les taux de dégradation du TCE et les efficacités obtenus à partir du 
réacteur ii sol immobilisé sont très supérieurs à ceux obtenus avec d'autres types de 
bioréacteurs utilisant des consortia méthanotrophes. 
4.2 Recommandations sur le procédé de réacteur a sol immobilisé 
1) Problème du tétrachloroéthylène (PCE) 
Le PCE ne peut pas être dégradé par les bactéries méthanotrophes, ce qui occasionne un 
certain problème. Habituellement, on trouve du PCE au même endroit que le TCE. 
Pour contrer ce problème, on peut ajouter une autre unité juste avant le réacteur à sol 
immobilisé. Plusieurs cultures pures connues de bactéries anaérobies peuvent 
déshalogéner le PCE en TCE (Fatherpure et al., 1987). Des études effectuées par 
Sharma et McCarty (1996) ont permis d'isoler une nouvelle souche MS- 1 de bactéries 
aérobies facultatives qui peut transformer le PCE en cis-1,2-DCE via le TCE. Cette 
recherche ofie deux avantages : d'abord le procédé est aérobie et deuxièmement le 
composé cis-1,2-DCE est facilement décomposable par les méthanotrophes (Femel et 
al., 1992). 
2) Développement de modèle 
La difficulté de développer des modèles provient de la difficulté d'étudier la quamité de 
biomasse sur le géotextile en fonction du temps et d'analyser cette population. Il serait 
intéressant de partir plusieurs réacteurs en même temps avec la même quantité de sol et 
de suivre le développement du biofilm poussant sur le géotextile en arrêtant un réacteur à 
la fois pour vérifier la quantité de biomasse formée. 
3) Possibilité d'un procédé pour le traitement industriel : 
Au niveau industriel, d'un point de vue économique. un traitement combiné 
pour la dégradation du TCE est souhaitable. Le réacteur a sol immobilisé avec 
consortium méthanotrophe peut être combiné avec un biofiltre méthanotrophe 















Figure 4-1 Traitement combiné bioréacteur a sol immobilisé et unité de biofiltration avec 
consortium méthanotrophe pour application industrielle 
4.3 Recommandations scientifiques et techniques 
1) Pour confimer les deux souches de bactéries méthanotrophes obtenues, il faudrait 
effectuer une analyse de séquence de I'ARN, 16s et une analyse des acides gras. 
2) Pour l'alimentation du réacteur en TCE, l'utilisation d'un réservoir en acier 
inoxydable avec un couvercle amovible fonctionnant sur le principe du piston et qui 
descend au fur et à mesure que le volume du réservoir descend évitera la formation 
d'un headspace. Ceci empêcherait la volatilisation du TCE dans la partie supérieure 
du réservoir. De plus, une agitation à l'intérieur du réservoir permettrait une bonne 
répartition du contaminant. Cette solution serait préférable au sac en ~eflon", même 
si avec le sac il n'y avait pas de formation d'headspace, ou à l'utilisation d'une tourie 
qui comporte un headspace impressionnant. 
3) Pour l'ajout du méthane, il serait préférable d'avoir une alimentation constante pour 
éviter les oscilIations de concentration en utilisant par exemple un contrôleur de débit 
massique. Pour la période d'acclimatation du consortium microbien, le méthane 
polurait être bullé dans l'imité de l'ajoid des n-ents et envoyé sous forme 
dissoute dans le réacteur. 
4) Vérifier la possibilité d'augmenter le taux de dégradation du TCE en optimisant la 
quantité de sol fixé sur le géotextile ou en augmentant la surface du géotextile. 
5) Étudier la dégradation du TCE a des concentrations supérieures. 
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ANNEXES 
Annexe A. Analyse du TCE par chromatographie en phase 
gazeuse 
Pour les expériences en cuvée et en continu, les échantillons de TCE, après extraction 
avec une solution d'hexane (3 ml) contenant du 1,2 - dibromoéthane (1 mg L") comme 
standard interne, ont été analysés à I'aide d'un chromatographe en phase gazeuse équipé 
d'une colonne capillaire HP-5 et d'un détecteur de capture d'électrons @CE). Les 
concentrations des standards varient de O à 20 mg L". À l'aide d'un injecteur 
automatique, 1 pL  est injecté dans le CPG-DCE. La réponse du CPG-DCE est linéaire 
avec un coefficient de corrélation de 0'99 (Figure A.1). À tous les jours d'utilisation du 
CPG-DCE, 3 standards sont injectés pour pouvoir analyser la concentration des 
inconnues. Des échantillons sans TCE sont injectés pour vérifier le taux de récupération 
du standard interne puis pour vérifier si la seringue d'injection n'adsorbe pas de TCE 
après une injection. L'appareil a la capacité d'évaiuer de très faibles quantités de TCE 
( j q u ' à  des concentrations de 1 x 1 O" mg L"). 
O 5 10 15 20 
Concentration TCE (mg L-l) 
Figure A. 1 . Courbe de caiibration du TCE 
L'équation 19 a été utilisée pour calculer la concentration de TCE dans l'échantillon. 
Aire sous la courbe du TCE 
( Aire sous la courbe du 1,2 - dibmmaCthane 
Aire sous la courbe de TCE 
ITCE1 ' ( Aire sous la courbe du 1.2 - dihomaCthane 
Cnd : Concentration du standard 
Annexe B. Analyse du méthane par chromatographie en 
phase gazeuse 
Pour les expériences en cuvée et en contlliy le méthane a été analysé par CPG équipé 
d'une colorne HP4 et d'un détecteur d'ionisation de flamme (DTF). Les concentrations 
en méthane dans les échantillons ont été interprétées à l'aide d'une courbe de caiibration 
réalisée par la préparation de standards de méthane (Arvin, 199 1). Les concentrations 
des standards variaient de O à 32,8 mg L-'. Pour chaque standard, un volume de 50 pL 
était injecté manuellement (répété de 3 à 4 fois) au CPG-DIF a l'aide d'une seringue 
étanche en verre équipée d'une valve en ~eflon", pour la préparation de la courbe 
standard. La réponse du CPG-DIF était linéaire avec un coefficient de corrélation de 
0'99 (Figure B.1). Les standards étaient préparés à chaque mois. À tous les jours 
d'utilisation du CPG-DIF, 3 standards étaient injectés pour pouvoir analyser les 
concentrations inconnues. Entre chaque échantillon, un blanc (échantillon d'air 
environnant) doit être injecté pour être sûr de ne pas fausser les résultats suite à une 
adsorption de la part de la seringue ou de ses composantes (valve, aiguille). L'écart 
entre deux injections d'une même concentration doit être inférieur à 10 %. Si ce n'est 
pas le cas, on doit vérifier les paramètres de l'appareil. 
Concentration CH, (mg L-') 
Figure B. 1 Courbe de calibration du méthane 
La formule suivante est employée pour calculer la concentration gazeuse 
Aire sous la courbe 
[CH,], = Aire du std * C d  
La concentation de méthane dissout dans la phase liquide se calcule comme suit : 
Annexe C. Calcul des incertitudes 
L'écart-type a été employé comme incertitude quand il y avaient plus de trois mesures 
effectuées (pour les essais de minéralisation et les valeurs provenant du CPG). 
Toutes les autres incertitudes ont été calculé par le développement de Taylor : 
Pour le calcul de la concentration du C h  sous forme dissoute : 
Calcul du débit liquide et de son incertitude : 
Calcul du temps de résidence et de son incertitude : 
Calcul du taux de biodégradation du TCE et de son incertitude 
[TCEI~R - [TCElout~ 
v = 
[TCEI~R - [TCE]o* 
Taux = 
VR r 
Calcul de l'efficacité et de son incertitude : 
Efficacité = 
Annexe D : Calcul du Peclet 
Le calcul du Peclet a été effectué dans le but de vérifier que l'unité de méthanation était 
complètement mélangée. De la fluorescéine a été utilisée comme traceur, mesurée à 
l'aide de la DO à 494 m. Pour l'agitation minimale (50 tr min-') et le débit 
d'alimentation (25 ml rnin-') le plus faible, la DO a été suivie et a été illustrée sous 
forme Fe qui correspond à la DO mesurée divisée par la DO maximale atteinte (Figure 
D.l). Puis Ee (Figure D.2) a été obtenu en dérivant Fe en fonction de 8 par l'équation 
32. 8 (équation 33) est un nombre adirnensionnel qui correspond au temps de la prise 
d'échantillon divisé par le temps moyen (équation 36). 
Figure D. 1. Fe en fonction de 0 
Figure D.2. & en fonction de 0 
Le Peclet a été calculé par la suite à l'aide des équations suivantes : 
Annexe E. Méthode pour évaluer la quantité de sol utilisé 
Le sol utilisé était marécageux et très humide. Voici la procédure effectuée pour 
déterminer la quantité de sol tamisé. Le sol a été tamisé avec un tamis (VWR Scientific) 
d'ouverture de 2 mrn (pour enlever les morceaux d'arbre, de feuilles ...) à l'intérieur 
d'une chaudière contenant de 1 'eau pour faciliter le passage du sol. Le tout a été tamisé à 
nouveau avec un tamis d'ouverture de 0.150 mm (en ajoutant de l'eau au besoin). Le sol 
avec le liquide a été récupéré dans un bécher et agité. 20 ml d'échantillon ont été 
centrifugés (centrifugeuse modèle J2-20 Beckman) durant 15 min. B 10 000 tr/min. Le 
surnageant a été décanté, de l'eau déionisée a été ajoutée pour laver le sol puis le tout 
centrifugé une deuxième fois. Le sol a été récupéré dans une coupelle d'aluminium 
prépesée et m i s  au four à 105 OC. Ensuite, la quantité de sol obtenue pour 20 ml a été 
mesurée puis une règle de trois a été utilisée pour connaître la quantité totale de sol 
contenue dans le bécher. 
IMAGE NALUATION 
TEST TARGET (QA-3) 
APPLIED - IMAGE. lnc = 1ô53 East Main Street --*  Rochester. NY 14609 USA --  - Phone: 7161482-0300 -  Fa:  71 61288-5989 
